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Introduction and outline of thesis 
 
CHAPTER 1 
10 
1	 Already  for  centuries,  the  bacterial  pathogen  Streptococcus  pneumoniae  (also  called pneumococcus)  is  an  important  cause of  severe human  infections  such  as pneumonia  and 
meningitis. The clinical symptoms of pneumonia were already described by Hippocrates (460 ‐ 
370 BC). However,  it was not until 1881  that  S. pneumoniae was  isolated  as  an  important 
causative  agent  by  both  Louis  Pasteur  and George  Sternberg.  ‘The  captain  of  the men  of 
death’ as pneumonia was called by Sir William Osler in 1918 was widely feared because of its 
high  fatality  rate.  Since  then,  we  have  assisted  the  host  response  to  combat  the 
pneumococcus with  serum  therapy,  antibiotics,  immunotherapy  and  vaccines. However,  at 
present  still  1.6  million  people  die  from  pneumococcal  disease  each  year.1  In  Western 
countries  the main burden of pneumococcal disease  is among adults over  the age of 50, a 
rapidly growing population.2 
 
 
Figure  1.  Via  airborne  droplets  S.  pneumoniae  is  acquired  to  and  transmitted  from  its  human 
nasopharyngeal niche. During pneumococcal carriage invasion of host tissues may occur which can lead 
to hematogenous spread and pneumococcal disease. 
 
Pneumococcal infections 
Acquisition of pneumococcal carriage  in the nasopharyngeal cavity  is a crucial step towards 
pneumococcal  disease  (Figure  1).3  Transient  nasopharyngeal  pneumococcal  carriage  is  a 
common and in most cases asymptomatic phenomenon that occurs at all ages. Pneumococci 
harbor various factors that facilitate their persistence in the upper respiratory tract and their 
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1	transmission to new hosts.
4 For instance, the pneumococcal polysaccharide capsule mediates 
evasion of host  immunity  through  inhibition of  complement deposition,  and  consequently, 
prevents pneumococcal clearance. To date, as many as 94 different polysaccharide structures 
have been denominated as  individual  serotypes. S. pneumoniae  is a highly  recombinogenic 
species  in  general5  which  has  resulted  in  a  wide  variety  of  pneumococci  that  circulate 
throughout the world.6 Despite their merely commensal lifestyle, occasionally pneumococcal 
carriage progresses  to pneumococcal disease  (Figure 2). Whereas pneumococcal carriage  is 
most  frequently detected  in young children7,8,  those most at  risk  for pneumococcal disease 
are  at both extremities of  life,  i.e.children under  the  age of  four  years  and  adults over 50 
years  of  age.  The  propensity  of  pneumococci  to  cause  disease  has  been  associated with 
serotype, clonal type,  intraclonal genetic variations and possibly the respiratory microbiota9‐
12, although  invasion  is generally  thought  to be a dead end  to  the pneumococcus  involved. 
The  diagnostic  gold  standard  for  pneumococcal  disease  remains  culture  from  a  normally 
sterile  body  site.13‐16  In  countries with  low  antibiotic  resistance  rates  results  from  sputum 
culture and urinary antigen tests are also considered  in the choice of antibiotic treatment.17 
The clinical manifestation of pneumococcal disease is the resultant of damage caused by both 
the presence of pneumococci and the host's response against  it. The severity and course of 
pneumococcal  disease  vary  widely  between  patients,  from mild  respiratory  symptoms  to 
septic shock and even death.18 Fundamental clinical questions are: how sick will a patient get, 
and how will he or she  recover?19 Physicians  routinely assess  the severity of pneumococcal 
disease at presentation and tailor clinical care accordingly.17  Important human  interventions 
that  have  significantly  reduced  the  burden  of  pneumococcal  disease  are  treatment  with 
antibiotics20,21 and the implementation of pneumococcal vaccines.22,23 At the same time these 
interventions have altered certain aspects of adult pneumococcal disease and  leave us with 
new challenges ahead. 
 
 
Figure 2. In adults, only a fraction of the pneumococcal carriage episodes progresses to disease. 
 
Molecular diagnostics and targeted treatment of pneumococcal disease 
Antibiotic therapy has been a break‐through in the fight against mortality from pneumococcal 
infections. However,  its widespread use has  led  to  selection of pneumococci  that acquired 
genes conferring resistance against these antibiotics24, resulting in infections that are difficult 
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1	 to treat. The urge for global action to restrict this selective pressure was recently emphasized once more.25  It has been shown that a reduction  in the use of antibiotics can  indeed revert 
the  antibiotic  resistance  rate  among  circulating  pneumococci.26  Consequently,  targeted 
antibiotic  treatment  is  preferred  over  the  use  of  broad  spectrum  antibiotics.  Whereas 
treatment  needs  to  be  initiated  immediately,  the  gold  standard  for  identification  of 
S.pneumoniae takes several days.27 Therefore, empirical antibiotic treatment directed against 
a whole  range  of microbes,  needs  to  be  actively  streamlined  as  soon  as  positive  culture 
results become available  (Figure 3).  Identification of  the  infecting agent via microbiological 
diagnostics  is crucial to enable targeted antibiotic treatment. Fast molecular microbiological 
tests may facilitate immediate targeted antibiotic treatment, which would cancel the effort of 
active streamlining and automatically  limit superfluous use of broad spectrum antibiotics.  In 
addition, since blood cultures are only positive  in 24% of pneumococcal pneumonia cases28, 
molecular  diagnostics  may  improve  the  rate  of  pneumococcal  identification  and 
characterization in normally sterile clinical specimens. However, the desire for fast molecular 
point‐of‐care tests  is accompanied by technical challenges such as the  integration of proper 
assay controls and the evaluation of their clinical performance. Another obstacle  in targeted 
antibiotic  treatment  is  the  uncertainty  whether  antibiotic  streamlining  is  safe  in  severe 
pneumococcal  infections,  because  empirical  combination  antibiotic  therapy  has  been 
associated with decreased mortality rates.29 
 
 
Figure 3. After 1‐5 days blood  cultures may  reveal a  causative bacterium. Only  then empirical broad 
spectrum antibiotic treatment can be streamlined to targeted antibiotic treatment. 
 
Prevention of pneumococcal disease 
Effects of pediatric pneumococcal vaccination 
The protective effects of anti‐pneumococcal antibodies were already recognized early  in the 
20th century as serum therapy was among the first identified remedies against pneumococcal 
disease.30  Although  in  adults  a  certain  efficacy  was  demonstrated  for  a  23‐valent 
pneumococcal  polysaccharide  vaccine  in  the  prevention  of  blood  culture  proven  (invasive) 
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1	pneumococcal  disease  (IPD),  immune  responses  elicited  by  this  vaccine  were  severely impaired in infants and immunocompromised patients.31 More recently, the introduction of a 
7‐valent  conjugate  pneumococcal  vaccine  (PCV‐7)  in  infants  has  proven  to  be  highly 
successful,  reducing  vaccine  type  IPD  with  89%  among  children  under  two.32  Since  the 
introduction  of  pediatric  pneumococcal  vaccination  two  important  phenomena  have 
emerged: serotype replacement and herd immunity. The successful reduction of vaccine type 
IPD, was  partly  abrogated  by  an  increase  in  IPD  caused  by  previously minor  non‐vaccine 
serotypes: serotype replacement.33,34 Also  in pediatric nasopharyngeal carriage the decrease 
in vaccine serotypes followed by serotype replacement was observed.35 It has been suggested 
that  pediatric  carriage  forms  the  main  vector  for  horizontal  spread  of  circulating 
pneumococcal serotypes within a population.36 This assumption was supported by a marked 
reduction  in  vaccine  type  IPD  among  adults  after  pediatric  routine  vaccination:  herd 
immunity.34 
 
Microbial dynamics in pneumococcal carriage 
Prevention of pneumococcal carriage has been postulated as a manner to limit the burden of 
pneumococcal  disease.37,38  Known  determinants  of  pneumococcal  carriage  are  host  traits 
related  to  exposure  and  immunity39‐41,  antibiotic  use  and  pneumococcal  vaccination.7  In 
addition,  relationships between  the presence of  S. pneumoniae and other bacteria  in  their 
nasopharyngeal niche have been described42‐46, although these cross‐sectional studies do not 
show  causality  and  consider  only  a  confined  set  of  culturable  bacteria.  New  molecular 
techniques  enable  study  of  the  entire  bacterial microbiome, which  can  reveal  the  relative 
importance  of  individual  species  identified  as  determinants  of  pneumococcal  carriage. 
Because pneumococcal carriage  is relatively easy to measure and much more common than 
IPD,  it has been suggested as an endpoint  for  testing new vaccines.  In addition,  the  role of 
density and duration of pneumococcal carriage  in  the  risk of  transmission and  IPD  is under 
increasing scrutiny.47,48 To understand the tilt towards disease, first a better understanding of 
microbial dynamics in the nasopharyngeal niche during commensal pneumococcal carriage is 
required.  
 
Clinical manifestation of pneumococcal disease 
The  clinical  presentation  and mortality  from  pneumococcal  disease  have  previously  been 
described  to be  related  to  the  infecting  serotype.49,50 Serotype  replacement and an overall 
reduction  in  IPD  observed  in  vaccinated  infants  have  also  reached  adult  pneumococcal 
disease.34,51  However,  the  impact  of  pediatric  pneumococcal  vaccination  on  the  clinical 
presentation  of  adult  pneumococcal  disease  has  received  little  attention  so  far.  After  the 
introduction  of  PCV‐7,  unexpectedly,  hardly  any  change  was  observed  in  the  genetic 
background of pediatric pneumococcal carriage isolates.52 What the investigators did observe 
was the emergence of non‐vaccine capsular switch variants  that had already existed before 
the vaccine was  introduced.  It would be  interesting  to know whether  these capsular switch 
variants and  the  stable  genetic background are also  represented  in  invasive pneumococcal 
disease isolates after pediatric vaccination. Whether pneumococcal invasiveness is mediated 
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1	 by  specific  pneumococcal  factors  or  is  merely  a  stochastic  process  is  currently  under investigation.53 Either way, the characteristics (serotype and other traits) of a pneumococcus 
that  happens  to  invade  its  host  may  determine  the  clinical  manifestation  of  IPD. 
Pneumococcal  aspects  that  mediate  vulnerability  of  specific  hosts,  severity  of  clinical 
presentation or  the outcome of disease may serve as  targets  for prevention, diagnostics or 
even  future  therapies. Currently, prevention of pneumococcal disease among  the elderly  is 
considered.  However,  it  is  largely  unexplored  whether  particular  pneumococcal 
characteristics or  immunologic  responses are predictive  for  the  type of  infection  caused  in 
this specific population.  
 
AIM AND OUTLINE OF THESIS 
The aim of  this  thesis  is  to  characterize adult pneumococcal  infections during  carriage and 
invasive disease. Hereto,  three aspects of adult pneumococcal  infections are addressed: a) 
the microbial dynamics of pneumococcal carriage in the nasopharyngeal niche; b) the added 
value  and  technical  possibilities  of  molecular  diagnostics;  and  c)  the  pneumococcal 
characteristics  contributing  to  clinical morbidity.  These  three  aspects  are  addressed  via  a 
molecular microbiology approach using experimental, prospective, and retrospective human 
study designs. With the gained knowledge we intend to provide clues for the improvement of 
prevention,  diagnostics  and  treatment  that  reduce  the  burden  of  adult  pneumococcal 
infections. 
 
Microbial dynamics in adult pneumococcal carriage 
Interference with pneumococcal carriage  is considered  to be an  important way  to  limit  the 
burden of disease. In Chapter 2 we employ an experimental human model to study the role of 
the  nasopharyngeal  microbiome  in  the  acquisition  of  pneumococcal  carriage.  Different 
techniques to accurately survey pneumococcal carriage episodes are compared  in Chapter 3 
and  4.  The  effects  of  pneumococcal  acquisition  on  other  microbes  resident  to  the 
nasopharyngeal microbiome are studied in Chapter 5. 
 
Molecular diagnostics and streamlining of antibiotic therapy in adult 
pneumococcal disease 
Early pathogen targeted treatment of blood stream  infections  is required to  limit the use of 
broad spectrum antibiotics. Whether streamlining of antibiotics also directly affects outcome 
of  patients with  bacteremic  pneumococcal  infections was  studied  in  Chapter  6. Chapter  7 
assesses the diagnostic value of early detection of pneumococcal DNA  in blood for different 
clinical  syndromes,  and  after  the  start of  antibiotics. Technical  challenges  in  feasibility  and 
INTRODUCTION AND OUTLINE 
15 
1	accuracy of rapid nucleic acid based tests for microbial diagnosis of pneumococcal infections are addressed in Chapter 8. 
 
Pneumococcal  traits  in  relation  to  the  clinical  manifestation  of  adult 
pneumococcal disease 
Different strategies to reduce the burden of pneumococcal infections in elderly are currently 
considered.  How  pediatric  conjugate  pneumococcal  vaccination  has  affected  the  clinical 
course and pneumococcal genomics in adult pneumococcal disease is presented in Chapter 9 
and 10. In Chapter 11 we investigate the role of a proposed pneumococcal virulence gene in 
human  infections.  In Chapter 12 non‐culture techniques for determination of pneumococcal 
characteristics  directly  in  clinical  specimens  are  compared.  In  Chapter  13  we  determine 
whether adults with pneumococcal disease display a  lack of high quality antibodies directed 
against the polysaccharide capsule.  
 
Finally, a summary and discussion of our results are provided in Chapter 14. 
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Abstract 
Background and methods 
Several  cohort  studies  have  indicated  associations  between  S.  pneumoniae  and  other 
microbes  in  the  nasopharynx.  To  study  causal  relationships  between  the  nasopharyngeal 
microbiome  and  pneumococcal  carriage,  we  employed  an  experimental  human 
pneumococcal  carriage model.  Healthy  adult  volunteers  were  assessed  for  pneumococcal 
carriage  by  culture  of  nasal  wash  samples  (NWS).  Those  without  natural  pneumococcal 
carriage  received  an  intranasal  pneumococcal  inoculation  with  serotype  6B  or  23F.  The 
composition  of  the  nasopharyngeal  microbiome  was  longitudinally  studied  by  16S  rDNA 
pyrosequencing on NWS collected before and after challenge.  
 
Results 
Among  40  selected  volunteers,  10  were  natural  carriers  and  30  were  experimentally 
challenged. At baseline, five distinct nasopharyngeal microbiome profiles were identified. The 
phylogenetic  distance  between  microbiomes  of  natural  pneumococcal  carriers  was 
particularly  large compared to non‐carriers. A more diverse microbiome prior to  inoculation 
was associated with the establishment of pneumococcal carriage. Perturbation of microbiome 
diversity  upon  pneumococcal  challenge  was  strain  specific.  Shifts  in  microbiome  profile 
occurred  after  pneumococcal  exposure,  and  those  volunteers who  acquired  carriage more 
often  diverted  from  their  original  profile.  S.  pneumoniae  was  little  prominent  in  the 
microbiome of pneumococcal carriers.  
 
Conclusion 
Pneumococcal acquisition  in healthy adults  is more  likely  to occur  in a diverse microbiome 
and appears to promote microbial heterogeneity.  
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Background 
Streptococcus  pneumoniae  (the  pneumococcus)  is  one  of  the  organisms  that  commensally 
reside  in the human nasopharynx. Recently, an experimental human pneumococcal carriage 
model  was  established1  which  enables  the  controlled  study  of  pneumococcal  carriage 
episodes in the human nasopharyngeal niche. An episode of pneumococcal carriage is usually 
a  beneficial  immunogenic  event2,  but  it  is  also  the  potential  initiation  of  invasive 
pneumococcal  infections.3  Pneumococcal  carriage  is  most  prevalent  in  children  under  5, 
ranging from 10% up to 90% depending on specific age group and setting4,5, and is generally 
less  prevalent  in  adults.6‐12  The  incidence  of  invasive  pneumococcal  disease  (IPD)  is  10‐
20/100.000/year in developed countries13‐16 and is estimated to be even higher in developing 
countries17, with  those  under  5  and  over  50  years  old most  at  risk.  Annually,  pneumonia 
causes  an  estimated  1.3 million  childhood deaths worldwide.18  The  burden of  IPD may  be 
reduced by  limiting  the degree of pneumococcal  carriage.  Insight  into  the determinants of 
pneumococcal  carriage  will  provide  better  understanding  of  how  interference  with  this 
phenomenon could  influence  its prevalence. Known determinants of pneumococcal carriage 
are  host  traits  related  to  exposure  and  immunity4,19,20,  antibiotic  use,  and  pneumococcal 
vaccination.12  An  additional  element  that  appears  to  be  associated  with  pneumococcal 
carriage  in children  is the endogenous microbiota present  in the nasopharyngeal cavity. For 
instance,  it has been reported that  in children, nasopharyngeal carriage of S. pneumoniae  is 
inversely correlated with carriage of S. aureus.21‐24 Furthermore, investigation of the pediatric 
nasopharyngeal niche by a 16S rDNA sequencing approach has revealed associations between 
pneumococcal carriage and specific bacterial genera.25 However, as  these studies are cross‐
sectional,  it  is  unknown  how  the  endogenous  nasopharyngeal  microbiota  modulates  the 
establishment of pneumococcal carriage and what changes are brought about upon exposure 
to  pneumococci.  In  this  study  we  compared  the  composition  of  the  nasopharyngeal 
microbiome with and without naturally acquired pneumococcal carriage in healthy adults. In 
addition, a unique experimental human pneumococcal carriage model was employed to study 
whether  specific  compositions  of  the  microbiota  are  associated  with  subsequent 
establishment of pneumococcal carriage and whether the adult nasopharyngeal microbiome 
is perturbed by exposure to S. pneumoniae. 
 
Methods 
Experimental study model 
We  performed  the  experimental  human  pneumococcal  carriage  model  as  previously 
described.1 In short, healthy adult volunteers were recruited in the United Kingdom according 
to  inclusion and exclusion criteria described.1 At baseline, we collected a nasal wash sample 
(NWS)  and  assessed  pneumococcal  carriage  by  culture  of  the  NWS  specimen.  Of  the  40 
volunteers included for microbiome analysis, 10 were natural carriers. Those volunteers who 
were  not  natural  pneumococcal  carriers were  inoculated with  either  a  serotype  6B  strain 
(BHN41826)  or  23F  strain  (P83327)  at  60,000  to  320,000  colony  forming  units  (CFUs)  S. 
pneumoniae as these generally have a low invasiveness rate and have been successfully used 
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in  previous  carriage  studies.1,27  Follow‐up  NWS  were  collected  at  2,  7  and  14  days  after 
challenge. Acquisition of pneumococcal carriage with the inoculated strain was determined by 
culture and  confirmed by  latex agglutination  serotyping of  recovered  strain. This  study has 
been conducted according to the Declaration of Helsinki principles and ethical approval was 
obtained  from  the  National  Health  Service  Research  Ethics  Committee,  Sefton,  Liverpool 
(11/NW/0592). Written informed consent was received from all volunteers prior to inclusion 
in the study. 
 
Bacterial DNA extraction 
Directly after NWS collection, we mixed 2 ml of  the  sample with 4 ml RNAprotect Bacteria 
Reagent  (cat. no. 76506, Qiagen, Venlo, The Netherlands) to precipitate and protect nucleic 
acids  in  the  sample. After  5 min of  incubation  at  room  temperature  (RT),  the  sample was 
stored at ‐80°C until further use. The thawed 6‐ml suspension was pelleted in a 2‐ml tube by 3 
centrifugation  steps,  each  20 minutes  at  13,200  rpm  at  4°C  in  a microcentrifuge  (cat.  no. 
5415R,  Eppendorf,  Hamburg,  Germany).  To  the  pellet, we  added  0.3 ml  lysis  buffer with 
protease  (Agowa Mag mini  DNA  extraction  kit,  cat.  no. NAP40401,  LGC Genomics,  Berlin, 
Germany),  50  mg  sterilized  zirconia/silica  beads  (diameter  0,1  mm,  cat.  no.  11079101z, 
Biospec Products, Bartlesville, OK) and 0.3 ml phenol (Phenol BioUltra, cat. no. 77607, Sigma‐
Aldrich,  St  Louis,  MO).  The  sample  was  mechanically  disrupted  by  bead  beating  in  a 
TissueLyser LT  (cat. no. 85600, Qiagen, Venlo, The Netherlands)  for 2 times 2 min at 50 Hz, 
cooling the sample on ice after each step. We centrifuged the homogenate for 10 minutes at 
10,000  rpm  at  RT  and  transferred  the  aqueous  phase  to  a  1.5 ml  tube.  After  addition  of 
binding buffer  (twice  the aqueous phase volume) and 10 µl of magnetic beads,  the sample 
incubated for 30 minutes at RT in a mixing machine. We washed the magnetic beads with 200 
µl of each wash buffer 1 and 2 and eluted the DNA with 63 µl elution buffer according to the 
manufacturer’s instructions. 
 
Bacterial DNA quantification and sample selection 
We determined  the bacterial DNA  concentration  in each eluate by qPCR on  the 16S  rDNA 
gene. The primer and probe sequences were as follows: forward primer 5’‐CGA AAG CGT GGG 
GAG CAA A‐3’; reverse primer 5’‐GTT CGT ACT CCC CAG GCG G‐3’; probe 5’‐(FAM)‐ATT AGA 
TAC CCT GGT AGT CCA‐(MGB)‐3’ as previously published by Bogaert et al.28 The 25 μl PCR mix 
was 1x Taqman Universal PCR Master Mix, 10 µM of each primer (1 µl), 5 µM probe (1 µl), 6.5 
µl DNA‐free water and 3 µl template DNA. Thermal cycling was performed in a ABI 7500 Fast 
Real‐Time PCR System (cat. no. 4351107, Life Technologies, Carlsbad, CA), with the following 
cycling conditions: 2 min 50°C, 10 min 95°C and 50 cycles of 15 sec 95°C and 1 min 65°C. The 
16S  rDNA  standard  curve  consisted  of  a  10‐fold  dilution  series  of  a mix  of  genomic  DNA 
extracted  from  3  bacteria  common  to  the  respiratory  tract:  Streptococcus  pneumoniae 
(TIGR4), Moraxella  catarrhalis  (RH4)  and Haemophilus  influenzae  (1521062). We  extracted 
genomic  DNA  with  the  Qiagen  Genomic‐tip  20/G  Kit  (cat.no.  10223,  Qiagen,  Venlo,  The 
Netherlands),  and  quantified  it  by  spectrophotometer  (Nanodrop ND‐1000,  Thermo  Fisher 
Scientific,  Wilmington,  DE,  USA).  Those  volunteers  whose  extracted  DNA  samples  all 
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contained at least 1 pg bacterial DNA / µl29 were considered eligible for microbiome analysis. 
To  avoid  false  positive  results,  both  DNA  extraction  and  amplification  procedures  were 
accompanied by negative controls. 
 
16S rDNA pyrosequencing and handling of DNA sequences 
We amplified the V3‐V6 region of the 16S rDNA gene with forward primer 5’‐CCA TCT CAT CCC 
TGC GTG TCT CCG ACT CAG NNNNNN ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG‐3’ (italicized sequence: 
454  Life  Sciences  primer  A;  bold  sequence:  broadly  conserved  bacterial  primer  338F; 
NNNNNN:  the  sample‐specific  6‐base  barcode  used  to  tag  each  PCR  product)  and  reverse 
primer  5’‐CCT  ATC  CCC  TGT  GTG  CCT  TGG  CAG  TCT  CAG  CRR  CAC  GAG  CTG  ACG  AC‐3’ 
(italicized sequence: 454 Life Sciences primer B; bold sequence: broadly conserved bacterial 
primer 1061R). We purified the amplicons from the PCR product using two kits consecutively 
according  to  their  manufacturer’s  instructions:  the  MSB  Spin  PCRapace  Kit  (cat.no. 
1020220400, Isogen, De Meern, The Netherlands) and the PureLink Quick PCR Purification Kit 
(cat.no. K310002, Life Technologies, Bleiswijk, The Netherlands) using binding buffer 3B and 
an elution volume of 40 µl. A composite sample for pyrosequencing was prepared by pooling 
100  ng  purified  PCR  product  from  each  sample.  Fifty  microliter  of  the  amplicon  library 
(concentration 14.5 ng/µl) was  submitted  for pyrosequencing on  the 454  Life  Sciences GS‐
FLX+ platform using Titanium sequencing chemistry (both Roche, Germany) at GATC Biotech, 
Konstanz,  Germany.  In  total  117  samples  were  analyzed  (Supplementary  Table  S1).  We 
analyzed the pyrosequencing data with a workflow based on QIIME v1.230, using settings as 
recommended in the QIIME 1.2 tutorial, with the following exceptions: reads were filtered for 
chimeric  sequences using ChimeraSlayer31  and operational  taxonomic unit  (OTU)  clustering 
was  performed  with  settings  as  recommended  in  the  QIIME  newsletter  2010.32  The  RDP 
classifier version 2.2 was performed for taxonomic classification.33 Samples with read counts 
below 500 were excluded from further analysis. Sequence data and subject characteristics are 
available at http://www.cmbi.ru.nl/bamics/supplementary/cremers_2014_ehpc/index.htm. 
 
Diversity estimates, correlation and clustering analysis 
To  correct  for  differences  in  read  count  while  calculating  diversity  estimates,  individual 
sample  data  were  down‐sampled  to  the  lowest  read  count  included  in  the  study.  We 
measured  alpha  diversity within  samples  by  richness  (number  of OTUs)  and  two  diversity 
estimates:  the  Shannon  index  that  increases with OTU  number  and with  equality  of OTU 
abundances,  and  the  phylogenetic  distance  (PD)  whole  tree  which  accentuates 
phylogenetically distant OTUs. We measured beta diversity between samples by the UniFrac 
distance that estimates the fraction of a sample's phylogenetic tree that differs from another 
sample, with (weighted) or without (unweighted) emphasis on most abundant OTUs. Starting 
from  the most  abundant  genera  present  in  the  nasopharynx  at  baseline, we  studied  the 
presence  of microbiome  profiles  using  hierarchical  clustering  by  Pearson  correlations  and 
principal component analysis (PCA) on microbial density expressed as the percentage of reads 
in a sample that is assigned to a specific OTU, where an OTU should account for at least 1 % of 
the  reads  in  one  sample.  PCA  on  OTU  abundance  data  and  principal  coordinate  analysis 
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(PCoA) on weighted and unweighted UniFrac distances were performed  in R using prcomp 
and  labDSV34  respectively with  default  settings.  Random  Forest  analysis with microbiome 
profiles  as  classes  and  the microbial  density  data  as  classifiers  was  performed  using  the 
RandomForest package in Bioconductor.35 In addition, we compared Pearson distances within 
profiles  to  that between profiles. The microbial communities observed  in samples collected 
after  inoculation  were  allocated  to  a  microbiome  profile  using  Random  Forest  analysis 
handling microbial density data as described above. Correlation analysis between OTUs was 
performed by pairwise Spearman’s correlations. 
 
Statistical analyses 
Differences  in dichotomous variables  (pneumococcal carriage) were  statistically  tested by a 
Fisher’s  exact  test.  Normality  of  the  distribution  of  continuous  variables  was  tested  by 
Shapiro‐Wilk test. Differences in microbiome characteristics by normally distributed variables 
(Shannon  index,  PD  whole  tree)  were  statistically  tested  by  an  unpaired  t‐test  for  two 
independent  groups  or  a  one‐way  analysis  of  variance  (ANOVA)  for multiple  independent 
groups, and by a paired t‐test or repeated‐measures one‐way ANOVA for perturbations in the 
microbiome over  time. Differences  in not normally distributed  variables  (number of OTUs, 
Pearson  distance,  UniFrac)  were  statistically  tested  by  a  Mann‐Whitney  U  test  for  two 
independent  groups  or  a  Kruskal‐Wallis  test  for  multiple  independent  groups.  To  test 
perturbations  in  the microbiome  over  time  a Wilcoxon matched‐pairs  signed  rank  test  or 
Friedman  test was applied. For all analyses,  the  significance  level was  set at 0.05. Multiple 
testing  correction  was  performed  by  the  Benjamini‐Hochberg  false  discovery  rate 
procedure.36 
 
Results 
Selected volunteers and quality of samples 
Among  the  40  volunteers  selected  for microbiome  analysis,  10 were  natural  carriers.  The 
remaining  30  non‐carriers  were  experimentally  challenged.  Pneumococcal  carriage  as 
detected by culture was established in 14 of the 26 selected volunteers who were inoculated 
with serotype 6B, and in 2 of the 4 challenged with serotype 23F. From these 40 volunteers, 
117  samples  were  eligible  for  microbiome  data  analysis  (Supplementary  Table  S1).  The 
compositions  of  the  individual  117  adult  nasopharyngeal  microbiomes  are  displayed  in 
Supplementary Figure S1. The measured read count, richness and diversity per sample were 
not influenced by the 16S rDNA concentration in the extracted DNA samples (Supplementary 
Figure S2). 
 
Distinct metagenomic profiles exist in the adult nasopharyngeal microbiome 
The  genera most  frequently  detected  in  the  adult  nasopharyngeal microbiome  at  baseline 
were  Corynebacterium,  Dolosigranulum,  Staphylococcus  and  Streptococcus  (Supplementary 
Table  S2).  Starting  from  these  most  abundant  genera,  using  hierarchical  clustering  and 
principal component analysis (PCA) on microbial densities of 155 OTUs present in the  
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Figure  1.  Characteristics  of  the  adult  nasopharyngeal  microbiome  at  baseline.  Each  volunteer  is 
represented by  a branch of  the  circular hierarchical  clustering  tree.  From  inside out,  at baseline  five 
distinct adult nasopharyngeal microbiome profiles were  identified  from  the  individual nasopharyngeal 
bacterial communities, appointed A to E (I). The individual microbiome compositions are proportionally 
displayed  at  genus  level  (II).  Natural  pneumococcal  carriers  are  marked  in  green,  experimentally 
colonized  volunteers  in  red,  and  those without pneumococcal  carriage  are depicted  in  grey  (III).  The 
length  of  the  blue  bars  displays  the  diversity  of  the  microbiome  at  baseline  (IV).  This  figure  was 
generated using iTOL.44 
 
individual  adult  nasopharyngeal  communities,  five  distinct  microbiome  profiles  were 
identified and appointed as profile A to E (Figure 1). Corresponding PCA plots and PCoA plots 
are displayed in Supplementary Figure S3. The Random Forest analysis showed a low (~15%) 
overall  out  of  bag  error  between  the  class  assignments  of  the  samples,  supporting  the 
clustering analysis.  In addition,  the Pearson distances within profiles were  lower  compared 
with the distance between samples from different profiles (median (IQR): 0.25 (0.07‐0.45) and 
0.79 (0.51‐0.95) respectively, p<0.0001). The most important taxa that allowed differentiation 
between  the  profiles were  Corynebacterium  spp.,  Streptococcus  spp.,  Staphylococcus  spp., 
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Dolosigranulum,  Peptoniphilus  and  Prevotella  as  illustrated  in  Supplementary  Figure  S4. 
Among  the  five  profiles  no  differences  in  microbiome  richness  (number  of  different 
operational  taxonomic  units  (OTUs),  p=0.92)  or  diversity  (Shannon  index,  p=0.20; 
phylogenetic distance (PD) whole tree, p=0.53) were observed. Whereas the microbiomes of 
volunteers in profile B to E were all characterized by one or two specified OTUs, within profile 
A  the phylogenetic distances between microbiomes was  larger  (unweighted UniFrac p=0.7, 
weighted  UniFrac  p<0.0001).  Profile  A  was  more  frequently  associated  with  natural 
pneumococcal carriage compared with the other profiles (p=0.0045) (Figure 2).  
 
 
Figure 2. Distribution of natural pneumococcal carriers over baseline microbiome profiles. **: p<0.01. 
 
When comparing volunteers with and without natural pneumococcal carriage no differences 
in microbiome richness (p=0.24) or diversity (Shannon index, p=0.36; PD whole tree, p=0.44) 
were  observed.  The  phylogenetic  distances  between  the  microbiomes  of  the  natural 
pneumococcal  carriers were  larger  compared with  those  in  non‐carriers  (both  unweighted 
and weighted UniFrac p<0.0001; Figure 3). 
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Figure  3. Within‐group  phylogenetic  distance  of  baseline microbiomes  in  volunteers with  or without 
natural pneumococcal carriage. Unweighted UniFrac (A) and weighted UniFrac (B). ****: p<0.0001. 
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The nasopharyngeal microbiome as a determinant of experimental pneumococcal carriage 
The  five  microbiome  profiles  observed  at  baseline  were  not  associated  with  successful 
pneumococcal carriage after  inoculation with serotype 6B (Supplementary Figure S5), unlike 
the  association  observed  for  natural  pneumococcal  carriage.  We  did  observe  a  positive 
association between a more diverse microbiome prior to challenge with serotype 6B or 23F 
(Shannon  index 6B or 23F p=0.034; serotype 6B alone p=0.076) and successful experimental 
pneumococcal carriage (Figure 4). The relative abundance of specific OTUs as a determinant 
of  pneumococcal  carriage  upon  challenge with  serotype  6B  is  displayed  in  Supplementary 
Figure S6. The p‐values of differences at OTU  level were not significant after correction  for 
multiple testing. 
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Figure  4.  Microbiome  diversity  prior 
to  inoculation  in  volunteers with  and 
without  establishment  of 
pneumococcal  carriage.  Microbiome 
richness  (panel  A)  and  diversity 
(Shannon  index,  panel  B;  PD  whole 
tree, panel C). *: p<0.05. 
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Changes in microbiome profile are associated with successful pneumococcal carriage  
Carriage of S. pneumoniae was not associated with a specific concurrent microbiome profile 
in the  first two weeks after challenge  (Supplementary Figure S7). The  fraction of volunteers 
shifting to a different microbiome profile was stable over time (44, 46 and 48% respectively, 
p=1), so the time from challenge did not affect the number of shifts. Volunteers who acquired 
pneumococcal  carriage,  less often  returned  to  their original microbiome profile  at 14 days 
post challenge (5/13 versus 12/14, p=0.018). None of the pneumococcal carriers had turned 
to  the  Staphylococcus  dominant microbiome  profile  C,  despite  the  fact  that microbiome 
profile C was  involved  in profile shifts, as divergence  from and convergence to profile C did 
not  differ  from  rates  in  other  profiles  (44%  versus  45%,  p=1  and  38%  versus  47%,  p=0.6 
respectively). 
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Figure 5. Perturbations  in 
the  nasopharyngeal 
microbiome  after 
pneumococcal  challenge. 
Microbiome  richness 
(panel  A)  and  diversity 
(panel  B)  and  its 
phylogenetic  divergence 
from  the  microbiome 
prior  to  challenge  (panel 
C).  6B:  inoculated  with 
serotype  6B;  23F: 
inoculated  with  serotype 
23F; *: p<0.05.  
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Perturbations in microbiome diversity appear to be strain dependent 
Intranasal  inoculation  with  a  serotype  6B  strain  was  not  associated  with  consistent 
perturbations  in  the  nasopharyngeal  microbiome  with  respect  to  richness,  diversity  and 
phylogenetic distance from the composition prior to challenge. In contrast, inoculation with a 
serotype  23F  strain was  associated with  a  transient  increase  in  diversity  in  all  volunteers 
(Shannon index: increase from day ‐7 to 2, p=0.004; decrease from day 2 to 7, p=0.083; Figure 
5). The observed transient increase in richness was not significant (increase from day ‐7 to 2, 
p=0.25; decrease from day 2 to 7, p=0.13), indicating that not only an increase in the number 
of different OTUs occurred after challenge, but also equalization of the relative abundance of 
different  OTUs.  The  phylogenetic  distance  to  the  microbiome  prior  to  inoculation  with 
serotype  23F  increased  from  day  2  to  day  7  in  all  volunteers,  but  was  not  statistically 
significant  (weighted  UniFrac,  p=0.13).  Differences  in  relative  abundance  of  specific  OTUs 
after pneumococcal  challenge with  serotype  6B  are displayed  in  Supplementary  Figure  S8. 
The  p‐values  of  differences  at OTU  level were  not  significant  after  correction  for multiple 
testing. 
 
Discussion 
We  longitudinally  studied  the  composition  of  the  nasopharyngeal microbiome  in  healthy 
adults  before  and  after  experimental  pneumococcal  challenge.  At  baseline,  five 
nasopharyngeal microbiome  profiles  were  identified  with  different  natural  pneumococcal 
carriage  rates.  The  phylogenetic  distance  between  microbiomes  of  natural  carriers  was 
particularly large compared with non‐carriers. A more diverse microbiome prior to challenge 
was associated with subsequent establishment of pneumococcal carriage. Those volunteers 
who acquired carriage more often diverted from their original microbiome profile than non‐
carriers. Furthermore, perturbation of microbiome diversity upon exposure  to pneumococci 
appeared to be strain dependent. 
 
The unique experimental human pneumococcal carriage model mimics natural colonization, 
and  allows  discrimination  between  microbial  determinants  and  consequences  of 
pneumococcal carriage. Rapid processing of samples ensured a high DNA yield  for accurate 
microbiome data. Pneumococcal carriage was assessed by culture  ‐the gold standard‐ which 
has been demonstrated to be a robust method  in nasal wash samples.37 Based on 97% read 
identity after pyrosequencing of the V3‐V6 region of the 16S rDNA gene, it was not possible to 
differentiate between S. pneumoniae and other streptococci relevant to the nasopharyngeal 
niche  (i.e.  S. mitis,  S. mutans  and  S.  pseudopneumoniae).  Although  it may  be  possible  to 
confirm  pneumococcal  carriage  by  sequencing  the V1‐3  region38, V3‐V6 was  selected  as  it 
ensures offers high coverage and high phylogenetic resolution  for a universal approach  in a 
niche of interest. 
The relatively small number of volunteers impeded studying the involvement of specific OTUs 
in  pneumococcal  carriage.  Volunteers  inoculated  with  different  doses  could  be  grouped, 
because  the applied doses conferred similar  rates and densities of pneumococcal carriage.2 
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The  unequal  group  sizes  per  inoculation  strain  were  due  to  a  difference  in  colonization 
efficiency  between  the  two  strains  applied  (Gritzfeld  and  coworkers,  submitted  for 
publication). Another  limitation was  the  inability  to  control other environmental  influences 
like natural exposure and viral infection. Inherent to the model, those volunteers most at risk 
for acquiring pneumococcal carriage may actually have been  the natural carriers who were 
not inoculated.  
 
In  this  study,  clustering  of  individual microbial  communities  into microbiome  profiles was 
performed  without  weighting  of  phylogenetical  distances  between  OTUs,  because 
phylogenetically  closely  related  OTUs  may  still  show  distinct  patterns  in  the  human 
nasopharyngeal  niche.  Compared  with  four  highly  robust  microbiome  profiles,  profile  A 
contained  more  heterogeneous  microbiomes  and  may  therefore  hold  subprofiles  not 
identified  by  this  study. Although  a  similar  grouping of  bacteria was observed  in  sampling 
from the anterior nares  in the Human Microbiome Project39, already within the nasal cavity 
three distinct epithelium type specific microbiota have been identified.40 Therefore, it seems 
inappropriate  to  directly  compare  the  identified microbiome  profiles  in  the  nasopharynx  ‐
habitat  to  the  pneumococcus‐  to  those  in  other  nasal  sites.  Consistent with  a  study  that 
specifically  investigated  the nasopharyngeal niche  in healthy Chinese undergraduates41,  the 
top  4 most  abundant  bacterial  phyla  present  in  the  adult  nasopharyngeal microbiome  at 
baseline were Actinobacteria, Fimicutes, Proteobacteria and Bacteroidetes. The  same holds 
true  for  the  top 3 most  abundant  genera observed: Corynebacterium, Dolosigranulum  and 
Staphylococcus. Streptococcus ranked fourth in our study, but it was not mentioned in the top 
9 reported by the Chinese study. This may be explained by differences in our study population 
(i.e. more volunteers, slight overrepresentation of natural carriers, and distinct geographical 
region) or the use of different nasopharyngeal sampling methods. 
 
The  adult  nasopharyngeal microbiome  differed  from  that  in  children.  At  phylum  level we 
observed an  increased abundance of Actinobacteria  (3%  in  children, >30%  in adults) and a 
decreased  abundance  of  Proteobacteria  (64%  in  children,  <15%  in  adults).28,41  Whereas 
pneumococcal  carriage  in  children  has  previously  been  associated  with  a  high  level  of 
Streptococci  in  the nasopharynx and a  low diverse concurrent microbiome25,42,  in our adult 
volunteers  natural  pneumococcal  carriage  was  associated  with  low  proportions  of 
streptococcal reads next to normally diverse and phylogenetically heterogeneous microbiome 
compositions.  This may  indicate  that,  in  contrast  to  children,  in  adults  the  pneumococcus 
generally  does  not  predominate  in  the  nasopharyngeal  microbial  community  upon 
acquisition. 
 
We  observed  that  a more  diverse microbiome  prior  to  challenge was  associated with  the 
establishment  of  pneumococcal  carriage when  combining  the  data  from  both  23F  and  6B 
inoculated  volunteers.  We  have  noted  that  there  may  be  strain  specific  effects  on  the 
microbiome composition  following successful colonization and therefore we cannot exclude 
strain  specific microbiome diversity  requirements  for  successful  colonization. However,  the 
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decrease  in p‐value while combining the 23F and 6B data suggests that this  is not the case, 
making pooling is a valid approach. Although in other host‐associated microbial communities 
a more diverse microbiota was found to be associated with resistance to pathogens, we did 
not observe this phenomenon in our study. Here, a more diverse nasopharyngeal microbiome 
appears to facilitate pneumococcal carriage. As pneumococcal carriage  is proposed to be an 
immunizing event2, we  speculate  that  short  term  low  level pneumococcal  carriage actually 
promotes health as this will boost protective immunity against the pneumococcus.  
 
None of  the  volunteers with  the  Staphylococcus‐dominated microbiome profile C  acquired 
pneumococcal  carriage,  and  none  of  the  pneumococcal  carriers  turned  to  profile  C.  This 
observation is in line with the frequently described inverse correlation between carriage of S. 
pneumoniae and S. aureus in both children and adults11,21‐24, although we cannot exclude that 
a different Staphylococcus species  is responsible for the observed phenomenon  in our case. 
After  pneumococcal  challenge  we  observed  continuous  shifts  in  microbiome  profiles, 
although volunteers without pneumococcal acquisition more often returned to their original 
profile. Stability in the upper respiratory tract microbiome has been noted before by Charlson 
et  al.,  where  the  nasopharyngeal  community  composition  was  less  robust  over  time 
compared  to  the microbiome  in oropharynx, but  remained  relatively  stable.43 Furthermore, 
whereas challenge with serotype 6B was not associated with specific changes in microbiome 
diversity, challenge with serotype 23F was. As the 23F  inoculated volunteers were primarily 
staphylococcal  carriers  this  may  have  influenced  the  changes  observed.  However,  the 
increased  variability  after  challenge  with  23F  was  not  observed  in  other  volunteers  with 
Staphylococcus dominated profiles who were challenged with 6B. Therefore, we suggest that 
perturbations  in  microbiome  diversity  after  pneumococcal  exposure  may  be  strain 
dependent. 
 
Conclusions 
In healthy adults, the nasopharyngeal microbiome can be subdivided in at least five bacterial 
community  classes  having  at  least  4  distinct  profiles,  with  profiles  B‐E  dominated  by 
Streptococcus  spp.,  Staphylococcus  spp.,  Corynebacterium  spp.,  or  a  combination  of 
Corynebacterium  spp.  and  Dolosigranulum,  whereas  profile  A  is  more  diverse.  There  is 
evidence of an  inverse correlation between carriage of S. pneumoniae and S. aureus.  In our 
study, a more diverse microbiome was associated with  the establishment of pneumococcal 
carriage.  Furthermore,  S.  pneumoniae  was  generally  little  prominent  in  carriers  and  its 
acquisition appears to promote microbial heterogeneity. Whether pneumococcal carriage  in 
healthy adults is a prosperous event besides one related to disease remains to be elucidated. 
 
Acknowledgements 
This  study  was  funded  by  the  Bill  and  Melinda  Gates  Foundation  (Experimental  Human 
Pneumococcal  Carriage  model;  OPP1035281),  the  European  Regional  Development  Fund 
2007‐2013  (Gelderland‐Overijssel,  ImmunoForce  project  2011‐013287)  and  by  the  NIHR 
CHAPTER 2 
32 
2	
Comprehensive  Local Research Network  (CLRN). We  sincerely  thank Dr. Debby Bogaert  for 
sharing  her  methodological  expertise  on  nasopharyngeal  microbiome  studies  and  all 
volunteers who participated in our study. 
 
References 
1.  Gritzfeld, J.F. et al. Experimental human pneumococcal carriage. J Vis Exp 72, 50115 (2013). 
2.  Ferreira, D.M. et al. Controlled human  infection and rechallenge with Streptococcus pneumoniae 
reveals the protective efficacy of carriage in healthy adults. Am J Respir Crit Care Med 187, 855‐64 
(2013). 
3.  Bogaert, D., De Groot, R. & Hermans,  P.W.  Streptococcus  pneumoniae  colonisation:  the  key  to 
pneumococcal disease. Lancet Infect Dis 4, 144‐54 (2004). 
4.  Huang,  S.S.  et  al.  Continued  impact  of  pneumococcal  conjugate  vaccine  on  carriage  in  young 
children. Pediatrics 124, e1‐11 (2009). 
5.  Adetifa,  I.M.  et  al.  Pre‐vaccination  nasopharyngeal  pneumococcal  carriage  in  a  Nigerian 
population: epidemiology and population biology. PLoS One 7, e30548 (2012). 
6.  Mureithi, M.W. et al. T cell memory response to pneumococcal protein antigens in an area of high 
pneumococcal carriage and disease. J Infect Dis 200, 783‐93 (2009). 
7.  Ansaldi, F. et al. Carriage of Streptoccoccus pneumoniae in healthy adults aged 60 years or over in 
a  population  with  very  high  and  long‐lasting  pneumococcal  conjugate  vaccine  coverage  in 
children: Rationale and perspectives for PCV13  implementation. Hum Vaccin Immunother 9, 615‐
20 (2013). 
8.  Mackenzie,  G.A.,  Leach,  A.J.,  Carapetis,  J.R.,  Fisher,  J.  &  Morris,  P.S.  Epidemiology  of 
nasopharyngeal carriage of respiratory bacterial pathogens in children and adults: cross‐sectional 
surveys in a population with high rates of pneumococcal disease. BMC Infect Dis 10, 304 (2010). 
9.  Hammitt,  L.L.  et  al.  Indirect  effect  of  conjugate  vaccine  on  adult  carriage  of  Streptococcus 
pneumoniae: an explanation of trends in invasive pneumococcal disease. J Infect Dis 193, 1487‐94 
(2006). 
10.  Watt,  J.P.  et  al. Nasopharyngeal  versus oropharyngeal  sampling  for detection of pneumococcal 
carriage in adults. J Clin Microbiol 42, 4974‐6 (2004). 
11.  Spijkerman,  J.  et  al.  Long‐term  effects  of  pneumococcal  conjugate  vaccine  on  nasopharyngeal 
carriage of S. pneumoniae, S. aureus, H. influenzae and M. catarrhalis. PLoS One 7, e39730 (2012). 
12.  Scott, J.R. et al. Impact of more than a decade of pneumococcal conjugate vaccine use on carriage 
and invasive potential in Native American communities. J Infect Dis 205, 280‐8 (2012). 
13.  Rosen, J.B. et al. Geographic variation  in  invasive pneumococcal disease following pneumococcal 
conjugate vaccine introduction in the United States. Clin Infect Dis 53, 137‐43 (2011). 
14.  Miller,  E., Andrews, N.J., Waight, P.A.,  Slack, M.P. & George, R.C. Herd  immunity  and  serotype 
replacement  4  years  after  seven‐valent  pneumococcal  conjugate  vaccination  in  England  and 
Wales: an observational cohort study. Lancet Infect Dis 11, 760‐8 (2011). 
15.  Helferty, M.,  Rotondo,  J.L., Martin,  I.  &  Desai,  S.  The  epidemiology  of  invasive  pneumococcal 
disease in the Canadian North from 1999 to 2010. Int J Circumpolar Health 72 (2013). 
16.  Elberse,  K.E.  et  al.  Changes  in  the  composition  of  the  pneumococcal  population  and  in  IPD 
incidence  in The Netherlands after  the  implementation of  the 7‐valent pneumococcal conjugate 
vaccine. Vaccine 30, 7644‐51 (2012). 
17.  All‐Party  Parliamentary  Group  on  Pneumococcal  Disease  Prevention  in  the  Developing World. 
Improving global health by preventing pneumococcal disease. (2008). 
18.  Walker, C.L.F. et al. Global burden of childhood pneumonia and diarrhoea. Lancet 381, 1405‐16 
(2013). 
19.  Labout, J.A.M. et al. Factors associated with pneumococcal carriage  in healthy Dutch  infants: the 
generation R study. The Journal of pediatrics 153, 771‐6 (2008). 
NASOPHARYNGEAL MICROBIOME AS DETERMINANT OF PNEUMOCOCCAL ACQUISITION 
33 
2	
20.  Millar,  E.V.  et  al.  Nasopharyngeal  carriage  of  Streptococcus  pneumoniae  in  Navajo  and White 
Mountain Apache  children before  the  introduction of pneumococcal  conjugate  vaccine. Pediatr 
Infect Dis J 28, 711‐6 (2009). 
21.  Bogaert, D. et al. Colonisation by Streptococcus pneumoniae and Staphylococcus aureus in healthy 
children. Lancet 363, 1871‐2 (2004). 
22.  Regev‐Yochay,  G.  et  al.  Association  between  carriage  of  Streptococcus  pneumoniae  and 
Staphylococcus aureus in Children. JAMA 292, 716‐20 (2004). 
23.  Chien, Y.‐W. et al. Density interactions among Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae 
and Staphylococcus aureus in the nasopharynx of young Peruvian children. Pediatr Infect Dis J 32, 
72‐7 (2013). 
24.  Pettigrew, M.M., Gent,  J.F., Revai, K., Patel,  J.A. & Chonmaitree, T. Microbial  interactions during 
upper respiratory tract infections. Emerg Infect Dis 14, 1584‐91 (2008). 
25.  Laufer, A.S. et al. Microbial communities of the upper respiratory tract and otitis media in children. 
mBio 2, e00245‐10 (2011). 
26.  Browall,  S.  et  al.  Intra‐clonal  variations  among  Streptococcus  pneumoniae  isolates  influence 
likelihood of invasive disease in children. J Infect Dis 209, 377‐88 (2013). 
27.  McCool, T.L., Cate, T.R., Moy, G. & Weiser, J.N. The  immune response to pneumococcal proteins 
during experimental human carriage. J Exp Med 195, 359‐65 (2002). 
28.  Bogaert,  D.  et  al.  Variability  and  diversity  of  nasopharyngeal  microbiota  in  children:  a 
metagenomic analysis. PLoS One 6, e17035 (2011). 
29.  Biesbroek, G. et al. Deep sequencing analyses of  low density microbial communities: working at 
the boundary of accurate microbiota detection. PLoS One 7, e32942 (2012). 
30.  Caporaso,  J.G. et al. QIIME allows analysis of high‐throughput  community  sequencing data. Nat 
Methods 7, 335‐6 (2010). 
31.  Haas,  B.J.  et  al.  Chimeric  16S  rRNA  sequence  formation  and  detection  in  Sanger  and  454‐
pyrosequenced PCR amplicons. Genome Res 21, 494‐504 (2011). 
32.  QIIME newsletter, News and Announcements Blog Dec 17 2010: New default parameters for uclust 
OTU  pickers.  http://qiime.wordpress.com/2010/12/17/new‐default‐parameters‐for‐uclust‐otu‐
pickers. 
33.  Cole,  J.R.  et  al.  The Ribosomal Database Project:  improved  alignments  and new  tools  for  rRNA 
analysis. Nucleic Acids Res 37, D141‐5 (2009). 
34.  Laboratory  for  Dynamic  Synthetic  Vegephenonenology.  R  Labs  for  Community  Ecologists. 
http://ecology.msu.montana.edu/labdsv/R. 
35.  Gentleman, R.C. et al. Bioconductor: open software development  for computational biology and 
bioinformatics. Genome Biol 5, R80 (2004). 
36.  Benjamini,  Y.H.,  Y.  Controlling  the  False  Discovery  Rate:  a  Practical  and  Powerful  Approach  to 
Multiple  Testing.  Journal  of  the Royal  Statistical  Society,  Series B  (Methodological)  57,  289‐300 
(1995). 
37.  Gritzfeld,  J.F.,  Roberts,  P.,  Roche,  L.,  El  Batrawy,  S.  &  Gordon,  S.B.  Comparison  between 
nasopharyngeal  swab  and  nasal  wash,  using  culture  and  PCR,  in  the  detection  of  potential 
respiratory pathogens. BMC Res Notes 4, 122 (2011). 
38.  Scholz, C.F., Poulsen, K. & Kilian, M. Novel molecular method  for  identification of Streptococcus 
pneumoniae  applicable  to  clinical  microbiology  and  16S  rRNA  sequence‐based  microbiome 
studies. J Clin Microbiol 50, 1968‐73 (2012). 
39.  Zhou, Y. et al. Exploration of bacterial community classes  in major human habitats. Genome Biol 
15, R66 (2014). 
40.  Yan, M. et al. Nasal microenvironments and  interspecific  interactions  influence nasal microbiota 
complexity and S. aureus carriage. Cell Host Microbe 14, 631‐40 (2013). 
41.  Ling,  Z.  et  al.  Pyrosequencing  analysis  of  the  human  microbiota  of  healthy  Chinese 
undergraduates. BMC Genomics 14, 390 (2013). 
42.  Pettigrew,  M.M.  et  al.  Upper  respiratory  tract  microbial  communities,  acute  otitis  media 
pathogens,  and  antibiotic  use  in  healthy  and  sick  children. Appl  Environ Microbiol  78,  6262‐70 
(2012). 
CHAPTER 2 
34 
2	
43.  Charlson, E.S. et al. Disordered microbial communities  in the upper respiratory tract of cigarette 
smokers. PLoS One 5, e15216 (2010). 
44.  Letunic,  I. & Bork, P.  Interactive Tree Of  Life  v2: online  annotation  and display of phylogenetic 
trees made easy. Nucleic Acids Res 39, W475‐8 (2011). 
NASOPHARYNGEAL MICROBIOME AS DETERMINANT OF PNEUMOCOCCAL ACQUISITION 
35 
2	
Supplementary Tables 
Supplementary Table 1. Samples selected for microbiome analysis and their bacterial DNA 
concentrations by 16S rDNA qPCR (pg/µl). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Time point (days from challenge) 
Volunteer   ‐7 days  2 days  7 days  14 days 
6B inoculated (n=26) 
198/13  2.0  4.5  4.1  10.3 
14 carriers 
236/52  6.4  6.7  3.9  10.1 
240/56  1.3  24.1  13.1  7.8 
245/62  13.3     12.3  11.8 
251/68  12.3     1.3  25.6 
360/170  1.1  6.0  2.8  4.5 
361/171  6.0  12.1  2.7  9.6 
234/50  1.9  2.9  4.1  2.2A 
307/119  1.5B  3.8  14.2    
354/161     4.9  2.8  5.6 
229/45  1.2  2.9  7.7  1.5 
253/69  2.9  8.8  2.5  1.2 
358/166  3.6  6.4  3.7  3.4 
357/165  1.5  2.0     1.2 
235/51  1.3  1.8  1.6  1.7 
12 non carriers 
183/164  2.0  1.5  1.2  1.9 
211/26  2.3  8.8  3.6  4.9 
233/49  1.3  5.5  7.1A  19.9 
350/160  4.3  2.7  3.8  1.8 
55/168  6.0  6.5  14.3  12.1 
226/42  2.8  3.7 
239/55  13.8  10.2  60.8  15.6 
247/64  1.3  6.1  2.3 
249/66  1.6  1.3  1.5  1.1 
257/72  2.3  1.7  1.9  3.4A 
356/163  18.9  51.5  5.6  87.1 
23F inoculated (n=4) 
289/101  8.2  11.6  13.0  31.4 
2 carriers 
312/123  4.8  3.6  10.9  12.8 
295/108  28.8  15.9  10.0  26.9 
2 non carriers 
298/111  10.4  20.2  2.6  20.0A 
Natural carriers, not inoculated (n=10)  Serotypes detected 
255/167  3.0  2.2  2.2  1.8  33 
355/162  2.5  1.5  3.3  9.1  19 
143/59  68.3     11 
237/53  30.5     15 
282/95  53.2     9 
292/105  15.0     3 
294/107  7.0     3 
304/116  7.2     15 
306/118  10.9     NVT 
308/120  7.1           3 
   Culture of nasal wash positive for S. pneumoniae 
NVT: non vaccine type 
ASample yielded too little 16S rDNA amplicon for sequencing 
BRead count below 500 after sequencing 
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Supplementary Table 2. Most prevalent bacterial genera present in the nasopharynx of adults with and 
without natural pneumococcal carriage at baseline. 
 
    ALL (n=38)    NATURAL CARRIERS (n=10)    NON NATURAL CARRIERS (n=28) 
Rank  Genus 
Number 
of reads 
% of 
reads 
Relative 
presence 
n (%)A 
  Number of reads 
% of 
reads 
Relative 
presence 
n (%)A 
  Number of reads 
% of 
reads 
Relative 
presence 
n (%)A 
1  Corynebacterium  15289  32.8  36 (95)    2878  21.1  9 (90)    12411  37.7  27 (96) 
2  Dolosigranulum  4611  9.9  27 (71)    1561  11.4  8 (80)    3050  9.3  19 (68) 
3  Staphylococcus  4256  9.1  38 (100)    232  1.7  10 (100)    4024  12.2  28 (100) 
4  Streptococcus  4219  9.1  36 (95)    835  6.1  10 (100)    3384  10.3  26 (93) 
5  Moraxella  2240  4.8  14 (37)    1947  14.3  5 (50)    293  0.9  9 (32) 
6  Haemophilus  2113  4.5  19 (50)    1573  11.5  5 (50)    540  1.6  14 (50) 
7  Porphyromonas  1813  3.9  23 (61)    117  0.9  6 (60)    1696  5.1  17 (61) 
8  Prevotella  1615  3.5  31 (82)    508  3.7  7 (70)    1107  3.4  24 (86) 
9  Peptoniphilus  1444  3.1  35 (92)    362  2.7  10 (100)    1082  3.3  25 (89) 
10  Fusobacterium  1223  2.6  19 (50)    468  3.4  5 (50)    755  2.3  14 (50) 
11  Pseudomonas  909  2.0  37 (97)    217  1.6  9 (90)    692  2.1  28 (100) 
12  Anaerococcus  880  1.9  35 (92)    179  1.3  8 (80)    701  2.1  27 (96) 
13  Propionibacterium  781  1.7  38 (100)    108  0.8  10 (100)    673  2.0  28 (100) 
14  Neisseria  236  0.5  12 (32)    206  1.5  5 (50)    30  0.1  7 (25) 
15  Finegoldia  216  0.5  28 (74)    44  0.3  9 (90)    172  0.5  19 (68) 
16  Lactobacillus  198  0.4  24 (63)    51  0.4  5 (50)    147  0.4  19 (68) 
17  Mycoplasma  155  0.3  3 (8)    155  1.1  3 (30)    0  0.0  0 (0) 
18  Treponema  111  0.2  9 (24)    53  0.4  3 (30)    58  0.2  6 (21) 
19  Campylobacter  109  0.2  15 (39)    62  0.5  6 (60)    47  0.1  9 (32) 
20  Veillonella  98  0.2  18 (47)    45  0.3  5 (50)    53  0.2  13 (46) 
21  Flavobacterium  82  0.2  23 (61)    10  0.1  4 (40)    72  0.2  19 (68) 
22  Capnocytophaga  81  0.2  12 (32)    33  0.2  3 (30)    48  0.1  9 (32) 
23  Bifidobacterium  71  0.2  14 (37)    34  0.2  5 (50)    37  0.1  9 (32) 
24  Escherichia/Shigella  68  0.1  8 (21)    2  0.0  2 (20)    66  0.2  6 (21) 
25  Gemella  67  0.1  20 (53)    27  0.2  7 (70)    40  0.1  13 (46) 
26  Streptophyta  65  0.1  21 (55)    39  0.3  7 (70)    26  0.1  14 (50) 
27  Rothia  63  0.1  21 (55)    31  0.2  3 (30)    32  0.1  18 (64) 
28  Actinomyces  48  0.1  17 (45)    8  0.1  3 (30)    40  0.1  14 (50) 
29  Granulicatella  45  0.1  8 (21)    9  0.1  2 (20)    36  0.1  6 (21) 
30  Parvimonas  40  0.1  9 (24)    13  0.1  2 (20)    27  0.1  7 (25) 
ARelative presence is expressed as the number of volunteers in whom ≥ 1% of reads were assigned to 
the genus.
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Supplementary Figures 
 
Supplementary  Figure  S1.  Microbiome  composition  of  the  117  individual  nasopharyngeal  samples 
represented  at  genus  level.  Positive  pneumococcal  culture  results  are  displayed  on  the  left  (green: 
natural carrier, red: carriage of inoculation strain) and their individual diversity metrics on the right. 
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Supplementary  Figure  S2.  Correlation  between  16S  rDNA  quantity  and  read  count,  richness  and 
diversity. The 16S rDNA concentration in the extracted DNA samples has not influenced the sequencing 
yield in terms of the number of reads (p = 0.074) (panel A), the number of OTUs (p = 0.64) (panel B) or 
the Shannon index (p = 0.14) (panel C) per sample. 
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Supplementary Figure S3. PCA and PCoA plots of the individual nasopharyngeal microbial communities 
at  baseline.  PCA:  Principal  Component  Analysis;  PCoA:  Principal  Coordinate  Analysis.  Individual 
volunteers are displayed as dots  colored according  to microbiome profile,  in  two‐dimensional graphs 
with  combinations  of  the  three  PCA  components  on  the  axes  (panel  A).  PCoA  was  performed  on 
unweighted and weighted UniFrac distances (panel B). 
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Supplementary  Figure  S4.  The  percentage  of  reads  from  each OTU  that  differentiates  between  the 
microbiome profiles per NWS. NWS: nasal wash sample. 
 
 
 
Supplementary  Figure  S5.  Distribution  of  experimental  pneumococcal  carriers  over  the  five 
nasopharyngeal microbiome profiles  at baseline. Volunteers who  received  a pneumococcal  challenge 
with serotype 6B are displayed. 
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Supplementary  Figure  S6. OTU  abundances  at  baseline  in  volunteers with  or without  acquisition  of 
experimental pneumococcal carriage. Volunteers who received a pneumococcal challenge with serotype 
6B are displayed. Nodes represent taxa, edges  link the different taxonomic  levels. The  fold  increase  is 
calculated as the log2 of the ratio of the relative abundance in pre‐existing microbiome compositions of 
volunteers without and with establishment of pneumococcal carriage after challenge (0 = no difference 
between those who did and did not establish carriage, 1 = twice as abundant in those who established 
carriage,  and  so  on).  The  significance  is  expressed  as  the p‐value  of  a Mann‐Whitney U  test  of  the 
baseline  samples  from all  challenged  volunteers. Note  that  the  relation between node‐size and  total 
abundance is non‐linear. 
 
 
 
Supplementary Figure S7. Distribution of pneumococcal culture positive samples after challenge with 
serotype 6B over the microbiome profiles. 
CHAPTER 2 
42 
2	
 
Supplementary Figure S8. Changes from baseline OTU abundances 2 days after pneumococcal challenge 
among  serotype  6B  challenged  volunteers. Nodes  represent  taxa,  edges  link  the different  taxonomic 
levels. The fold increase is calculated as the log2 of the ratio of the relative abundance in samples before 
and 2 days after pneumococcal challenge  (0 = no difference between before and after challenge, 1 = 
twice as abundant after challenge, and so on). The significance  is expressed as the p‐value of a Mann‐
Whitney U test of the samples before and 2 days after challenge. Note that the relation between node‐
size and total abundance is non‐linear. 
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Detection limits in pneumococcal carriage 
 
 Jenna F. Gritzfeld, Stephen B. Gordon, Amelieke J.H. Cremers 
 
Pediatr Infect Dis J. 2013; 32(4):425‐6 
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We  concur  with  Chien  et  al.1 who  conclude  that  colonization  studies  should  include 
measurement of density. We also prefer to use culture to determine if a volunteer is carriage 
positive because we are concerned,  like them, that real‐time quantitative polymerase chain 
reaction  (qPCR) could give  false positives  through  the detection of dead bacteria. We have 
developed  an  experimental  human  pneumococcal  carriage  (EHPC)  model2,3 and  have 
examined colonization dynamics in the adult nasopharynx. 
The authors state that at a qPCR carriage density of ≤105 colony forming units (CFU)/mL the 
detection of pneumococcal carriage by culture was significantly  less sensitive  than qPCR.  In 
our experiment, however, we do not freeze the nasopharyngeal sample and observe a much 
improved  sensitivity  of  culture.  We  first  tested  our  culture  detection  method ex  vivo by 
spiking nasal washes with predetermined amounts of pneumococcus. Using this method, we 
were  able  to  detect  a  lowest  carriage  density of  101 CFU/mL,  as measured  by  culture  and 
confirmed by qPCR. We have not had any carriage positive volunteers in our EHPC model with 
a  carriage  density  exceeding  105 CFU/mL  and  we  have  been  able  to  detect  down  to 
101 CFU/mL by culture, without including an enrichment step as Chien et al. did. 
The differences we see  in the  limit of detection between our study and the Chien study are 
likely because we do not freeze our samples before processing. Although STGG media (skim 
milk,  tryptone, glucose, glycerol) has been  shown  to be as good as direct plating4,  there  is 
often some bacterial  loss after freezing, which  is very  important  in  low density samples. We 
also  have  to  take  into  account  the  differences  between  our  sampling  populations  and 
sampling methods. 
Using a reduction in, or elimination of, carriage density and/or duration as an endpoint could 
be a useful mechanism to test a vaccine, but we would like to add that the detection of low 
density carriage is crucial. We suggest that culture remains an accurate and sensitive method 
of detection in fresh samples whereas qPCR offers substantial advantage when samples must 
be frozen. 
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Abstract 
Background 
Density  and  duration  of  pneumococcal  carriage  are  considered  to  affect  the  likelihood  of 
transmission and  invasive disease. Because of  its  importance  in both spreading and causing 
disease, carriage has been suggested as an endpoint  in future vaccine studies. Culture  is the 
current gold standard for detection but may not be sensitive enough to detect changes at low 
density. 
 
Methods 
Healthy  adult  volunteers  received  an  intranasal  inoculation  of  Streptococcus  pneumoniae 
serotype  6B.    Pneumococcal  density  in  nasal  washes  collected  at  six  time  points  post‐
inoculation was determined by culture and qPCR. Natural pneumococcal carriers detected at 
initial screening were followed in parallel.  
 
Results 
In  331  nasal  washes  from  79  volunteers,  the  sensitivity  and  specificity  of  pneumococcal 
detection  by  qPCR,  compared  with  culture,  were  92.3%  and  75.9%.  The  estimation  of 
pneumococcal  density  by  culture  and  qPCR  was  highly  correlated  (rs=0.73,  p<0.0001), 
although qPCR had a lower detection limit. Pneumococcal density fluctuated within a carriage 
episode  and  occasionally  fell  under  the  detection  limit  of  both methods.  The  duration  of 
carriage episodes was underestimated when using only one method. Similar  fluctuations  in 
density were observed in natural carriers.  
 
Conclusion 
Pneumococcal carriage is a dynamic event. Culture and qPCR are complementary in surveying 
density and duration of pneumococcal carriage episodes. 
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Background 
Colonization of the nasopharynx by Streptococcus pneumoniae  (pneumococcus)  is common, 
with  carriage  rates  in  children  under  five  between  40‐90%  and  stabilizing  around  10%  in 
adults.1‐3 Understanding colonization is important as it is implicated in both person‐to‐person 
transmission  and  spread within  the body, potentially  leading  to meningitis, bacteremia, or 
pneumonia. To what extent density and duration of pneumococcal carriage affect the risk of 
transmission and invasive disease is being increasingly scrutinized.4,5  
The WHO currently recommends the nasopharyngeal swab to detect pneumococcal carriage 
in children.6 In adults, the best sampling method  is  less clear. We have previously suggested 
nasal wash  (NW)  is better than nasopharyngeal swab  in detecting potential nasopharyngeal 
pathogens  and  it  provides  the  opportunity  to  examine  the  immune  response.7  Recently, 
trans‐oral swabs have been suggested as superior to trans‐nasal  in detecting pneumococcal 
carriage  in adults.8 Detection of  live pneumococci by  culture  is  the  current gold  standard.6 
However,  culture  and molecular methods  can be  combined  to  increase  carriage detection, 
including detection of multiple serotypes.9 This can be achieved by  including an enrichment 
step  prior  to  culture  and molecular  analysis  or  by  combining  data  from  both  culture  and 
molecular  methods,  which  would  allow  density  to  be  determined  for  each  method 
separately.10  
Understanding  carriage  is  also  important  in  the  context  of  vaccination.  Pneumococcal 
conjugate vaccines have  resulted  in a decrease  in  invasive disease and  carriage of vaccine‐
serotype  pneumococci.11,12  However,  while  carriage  of  vaccine‐type  pneumococci  has 
declined, carriage of non‐vaccine‐type pneumococci has increased.13,14 The long‐term impact 
of vaccination can be measured using carriage data, which can estimate post‐vaccine changes 
in invasive disease incidence.15 Colonization has been suggested as an endpoint because it is 
relatively  easy  to measure  and  is more  common  than disease,  therefore  requiring  a much 
smaller  sample  size  in  a  vaccine  trial.16‐18 However,  to  identify  small  changes  in density or 
duration  of  colonization,  sensitive  methods  to  accurately  detect  these  changes  will  be 
important in estimating vaccine effects.  
In this study we used an experimental human pneumococcal carriage model to longitudinally 
follow carriage episodes and compared detection of carriage by culture and quantitative PCR 
(qPCR).  We  focused  on  carriage  density  and  duration  in  experimental  carriers,  but  also 
compared both parameters in natural carriers, who were followed in parallel.   
 
Methods 
Recruitment and ethics 
Healthy  volunteers  were  enrolled,  with  informed  consent,  in  an  Experimental  Human 
Pneumococcal  Carriage  trial.19.  All  participants were  non‐smoking  adults  aged  18‐60  years 
who had no close contact with at‐risk  individuals,  including young children and  the elderly. 
Ethical approval was obtained  from  the National Health Service Research Ethics Committee 
(11/NW/0592)  and  the  study  was  sponsored  by  the  Royal  Liverpool  and  Broadgreen 
University Hospitals Trust. 
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Experimental nasopharyngeal challenge 
Pneumococcal stock preparation and  inoculation were performed as previously described.19 
Briefly, a serotype 6B clinical isolate (BHN418)20 was grown to an optical density at 600 nm of 
0.2 to 0.3 in Vegitone broth (Oxoid, UK), and stored in 1‐ml aliquots containing 10% glycerol 
at  ‐80°C.  Serotype  confirmation  was  performed  by  latex  agglutination  (Statens  Serum 
Institute, Denmark), and bacterial stock purity and penicillin sensitivity were confirmed by an 
independent  reference  laboratory  (Public  Health  England,  UK).  Eighty‐four  volunteers 
received  a  pneumococcal  inoculation  between  10,000  and  320,000  colony  forming  units 
(CFUs) per naris.  
 
Quantification of pneumococci by culture 
NW  samples were  collected  before  inoculation  and  at  days  2,  7,  14,  21,  28  and  35  post‐
inoculation, and were processed as previously described.19  If pneumococci were detected at 
the pre‐inoculation screening, the volunteer was not challenged, but returned for a NW at the 
follow‐up time‐points. Plates were inspected after 24 h of incubation at 37°C in 5% CO2. Alpha 
hemolytic,  draughtsman‐like  colonies  were  Gram‐stained  and  subcultured  for  optochin 
sensitivity and bile  solubility. Pneumococcal  serotype was confirmed by  latex agglutination. 
Carriage  density  by  culture  was  determined  as  previously  described  with  minor 
modifications.19 Briefly, the NW bacterial pellet was resuspended  in 100 μl of skimmed‐milk 
tryptone  glucose  glycerol  (STGG)  medium  and  the  total  volume  of  the  suspension  was 
determined. The suspension was then serially diluted on blood agar. On the next day, CFUs/μl 
were determined and multiplied by  the suspension volume. This value was  then divided by 
the amount of NW returned by the volunteer to get CFUs/ml of NW.  
 
Bacterial DNA extraction 
Directly  after  NW  collection,  2  ml  was  added  to  4  ml  of  RNAprotect  Bacteria  Reagent 
(Qiagen). After 5 minutes incubation at room temperature the sample was transferred to the 
laboratory on ice and stored at ‐80°C. The thawed suspension was pelleted in a 2‐ml tube by 3 
centrifugation steps at 19090 x g for 20 min at 4°C. The pellet was resuspended  in 0.3 ml of 
lysis  buffer with  protease  (Agowa Mag mini DNA  extraction  kit,  LGC Genomics),  50 mg  of 
sterilized  zirconia/silica  beads  (diameter  0.1 mm,  Biospec  Products)  and  0.3 ml  of  phenol 
(Phenol BioUltra, Sigma‐Aldrich). The sample was mechanically disrupted by bead beating in a 
TissueLyser LT (Qiagen) twice at 50 Hz for 2 min. After centrifugation, the aqueous phase was 
transferred  to  a  sterile  1.5‐ml  tube. Binding  buffer was  added  at  twice  the  volume  of  the 
aqueous  phase  plus  10  µl  of magnetic  beads,  after which  the  sample was  incubated  in  a 
mixing machine for 30 min at room temperature. The magnetic beads were washed with 200 
µl  of  both wash  buffers  1  and  2  and  eluted with  63  µl  of  elution  buffer  according  to  the 
manufacturer’s instructions. 
 
Quantification of pneumococcal DNA by qPCR 
DENSITY AND DURATION OF CARRIAGE 
53 
4	
Carriage density by qPCR was performed by partial amplification of the lytA gene. The primer 
and probe sequences were as  follows:  forward primer 5’‐ ACGCAATCTAGCAGATGAAGCA‐3’; 
reverse  primer  5’‐  TCGTGCGTTTTAATTCCAGCT‐3’;  probe  5’‐(FAM)‐
GCCGAAAACGCTTGATACAGGGAG‐(BHQ1)‐3’.21  The  20‐μl  PCR mix  consisted  of  1x  TaqMan® 
Universal PCR Master Mix (Life Technologies), 0.1 μM of each primer, 0.1 μM probe and 1 μl 
of  the  extracted  DNA.  Thermal  cycling was  performed  in  a  ABI  7500  Fast  Real‐Time  PCR 
System  (Life Technologies) under  cycling  conditions: 2 min at 50°C, 10 min at 95°C and 40 
cycles  of  15  s  at  95°C  and  1 min  at  60°C. A  standard  curve  of  a  10‐fold  dilution  series  of 
genomic DNA extracted from S. pneumoniae (TIGR4, ATCC BAA‐334) was used. The genomic 
DNA was  extracted  using  the Qiagen  Genomic‐tip  20/G  Kit  (Qiagen),  and  quantified  by  a 
spectrophotometer  (Nanodrop  ND‐1000,  Thermo  Fisher  Scientific).  The  conversion  from 
weight pneumococcal DNA to number of S. pneumoniae DNA copies was based on the weight 
of one genome copy of TIGR4 calculated as the genome length in base pairs times the weight 
of a DNA base pair (650 Dalton). The  lower  limit of detection (LLOD) was set at 40 cycles. A 
NW was considered positive if both duplicates yielded a qPCR signal below 40 cycles. 
 
Statistical analysis 
Differences in proportions of samples positive for carriage were statistically tested with a chi‐
square  test  (Fisher’s exact  test  if  there were  less  than 10 cases  in a cell). Quantitative data 
was compared by the use of Spearman’s rank correlation coefficient. Graphical and statistical 
analyses were  performed  using  GraphPad  prism  version  5.0  (California, USA).  All  p‐values 
were two‐tailed and considered significant if p≤0.05. 
 
Results 
Comparison of culture and qPCR in the detection of pneumococci  
We  tested 331 nasal wash  samples collected  from 79 volunteers by microbiological culture 
and qPCR for the presence of S. pneumoniae. The proportion of samples positive for carriage 
by  qPCR  was  significantly  higher  than  the  proportion  of  samples  positive  for  carriage  by 
culture (42.6% vs. 27.5%, p<0.0001) (Table 1). The sensitivity of detection by qPCR was 92.3% 
(84/91)  as  compared  with  culture,  and  the  specificity  was  75.9%  (183/241).  In  2.1%  of 
samples,  pneumococci were  detected  by  culture  but  not  qPCR,  and  in  17.2%  of  samples 
pneumococci were only detected by qPCR. The proportion of carriage positive volunteers was 
also  determined  over  time  (Figure  1).  Across  all  time‐points,  the  number  of  volunteers 
positive for carriage by qPCR was higher than the number positive for carriage by culture, but 
this was only significant at 2 days post‐challenge (p=0.009). 
 
Table 1. Comparison of bacterial culture and qPCR in detection of Streptococcus pneumoniae 
  Culture +  Culture ‐  Total 
qPCR+  84 (25.4%)  57 (17.2%)  141 (42.6%) 
qPCR ‐  7 (2.1%)  183 (55.3%)  190 (57.4%) 
Total  91 (27.5%)  240 (72.5%)  331 (100%) 
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Figure 1: Proportion of carriage positive volunteers by bacterial culture or qPCR over time. For detection 
by culture, nasal wash samples were plated on blood agar with gentamicin.   For qPCR detection, nasal 
wash was added to RNA protect and frozen until DNA extraction. A volunteer was considered positive by 
culture (white bar) if Gram positive, alpha‐hemolytic, optochin‐sensitive colonies were detected after 48 
h. Serotype was confirmed by latex agglutination. The target gene for qPCR was lytA. Samples with a Ct 
value <40 were  considered qPCR positive  (black bar). The number of  samples analysed are  indicated 
above each time point. 
 
Correlation of density detected by culture and qPCR 
The pneumococcal  density  correlation  between  culture  and  qPCR was  determined  for  147 
samples. One  sample was  excluded  from  analysis  because  the  number  of  colonies  on  the 
culture  plate  was  too  high  for  accurate  determination  of  CFUs/ml.  Quantification  of 
pneumococci by culture and qPCR was positively correlated (rs=0.73, p<0.0001) (Figure 2). The 
detection limit for qPCR was the number of copies still detectable after 40 cycles, or 101 DNA 
copies/ml. The  limit of detection  for  culture was  set at  the  lowest density detected, or 0.2 
CFUs/ml.  When  pneumococcal  detection  by  culture  was  stratified  by  qPCR  density,  the 
difference  between  the  two  methods  became  apparent.  If  the  qPCR  density  was 
>103copies/ml, 94.8% (55/58) of samples were both culture‐ and qPCR‐positive (Table 2).  
 
Table 2. Detection of pneumococci in nasal wash by bacterial culture and qPCR, categorized 
according to qPCR density 
Density by qPCR (copies/ml)  No. culture positive/No. qPCR positive (%) 
<10  7/0  
101  6/37 (16.2) 
102  23/47 (48.9) 
103  30/32 (93.8) 
104  14/14 (100) 
105  11/12 (91.7) 
Total  91/142 (64.1) 
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However,  at  densities  ranging  between  101  and  102, only  34.55%  (29/84) of  qPCR‐positive 
samples were  still  positive  by  culture  (p<0.0001). Below  the  qPCR  limit  of  detection,  7.7% 
(7/91) of samples were still positive by culture.  In all but one of  these samples,  the culture 
density was lower than 10 CFUs/ml. 
 
 
Figure 2. Correlation between bacterial culture and qPCR  in quantifying S. pneumoniae  in nasal wash. 
Quantification  of  pneumococci  by  culture  and  qPCR  are  positively  correlated.  Spearman’s  rank 
correlation  coefficient  for  samples  positive  in  both  culture  and  qPCR  is  0.73. Dotted  lines  represent 
lower limits of detection. 
 
Fluctuations in carriage density are accurately detected when both culture and qPCR are used 
in detection 
Culture and qPCR were used to examine pneumococcal detection over time in four 
experimentally colonized and three naturally colonized volunteers. The fluctuations in density 
during a carriage episode were similar for both experimentally and naturally colonized 
volunteers (Figure 3). As shown in figure 3A, volunteer 1 was culture‐negative but qPCR‐
positive at two consecutive time‐points (days 7 and 14). In contrast, volunteer 2 was culture‐
positive but qPCR‐negative on day 28. In both cases, the carriage status varied depending on 
the method. This variation was also seen in natural carriers (Figure 3C). Both methods were 
beneficial when determining the length of a carriage episode. Volunteers 3 and 4 (Figure 3B) 
had at least two samples positive by both culture and qPCR, but then at least three 
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consecutive samples negative by culture but positive by qPCR. This pattern was also seen in te 
natural carrier of serotype 33 (Figure 3C). 
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Figure  3.  Culture  and  qPCR  are  complementary when  following  a  carriage  episode.  At  low  density, 
carriage results can vary by method, which can  impact A) the number of carriage episodes and B) the 
duration of  carriage episodes. C) Natural  carriage episodes mimic  the  variation  seen  in experimental 
carriage. Filled  shapes are  carriage positive by  culture, open  shapes are  carriage negative by  culture. 
Dotted lines represent lower limits of detection.  
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Discussion  
Longitudinal NW  samples  from  adults who were  intranasally  challenged with pneumococci 
were assessed for carriage density by culture and qPCR. We detected a higher pneumococcal 
carriage  rate with qPCR  than with  culture, but pneumococcal densities measured with  the 
two  methods  correlated  well.  The  culture‐positivity  rate  decreased  in  parallel  with  the 
decrease  in density measured by qPCR. Culture and qPCR were complementary  in assessing 
the number and length of carriage episodes both in experimental and natural carriage. 
The strength of this study is the determination of density by both culture and qPCR during a 
controlled  carriage  episode. We  observed  a  high  correlation  between  the  two methods  in 
calculating density. Absolute numbers were 1 to 2 log10 lower by culture, which is in line with 
observations previously reported by Albrich et al.4 The difference may be attributable to the 
inability of qPCR to distinguish between  live and dead bacteria  ‐ an  important distinction  in 
low  density  samples.  Lower  culture  density  may  also  be  a  result  of  the  pneumococcal 
tendency to grow in pairs and chains. More than one pneumococcus can form a single colony, 
although qPCR will detect each individual bacterium.  
Detection  of  pneumococcal  carriage  by  culture  is  the  gold  standard6,  and  isolation  of  the 
pneumococcus  allows  further  tests  to  be  performed  to  determine  serotype  and  antibiotic 
sensitivity. Culture is also more feasible in resource‐limited settings. Non‐culture methods are 
increasingly being used to detect pneumococci. Several studies have focused on gene targets 
for qPCR, lytA being the most widely used gene, and have shown that a qPCR‐based method is 
more sensitive than culture.21,22 There have been concerns over the specificity of lytA and the 
possibility  that  it may  not  discriminate  between  S.  pneumoniae  and  viridans  streptococci. 
However,  our  specificity  (75.9%) was  similar  to  that  published  by  Carvalho  et  al.21  in  CSF 
samples  (70%).  To  increase  sensitivity,  some  studies  include  an  enrichment  step  but  this 
cannot be used when quantification is an endpoint.8,10  
A  lower  detection  rate  by  culture  than  by  qPCR  could  be  explained  by  the  potential  for 
subclinical  ‐or  low  density‐  carriage.  Turner  et  al.9  showed  that  detection  of  multiple 
serotypes in nasopharyngeal samples is significantly underestimated when using the standard 
WHO  protocol,  which  is  able  to  detect  a  predominant  serotype  but  is  not  efficient  at 
detecting  low‐abundance  serotypes.    This  is  linked with  serotype  replacement, where  it  is 
unclear  if the  increase  in non‐vaccine‐type pneumococci  is attributable to the elimination of 
vaccine‐type  pneumococci,  or whether  the  replacement  occurs  because  non‐vaccine  types 
are  carried at  low density and are  simply  “unmasked” when vaccine  types are  inhibited or 
removed.11,13 Low density carriage could explain  the differences between culture and qPCR 
seen here;  at  a density of <102,  the  low  abundance  is missed by  culture but picked up by 
qPCR.  
It has been shown in children that, at a density of < 105 CFUs/ml, significantly fewer carriers 
are detected by culture, not only for pneumococcus but also for Staphylococcus aureus and 
Haemophilus influenzae.22 However, as we have shown here and discussed previously, we are 
able to detect carriage by culture at <10 copies/ml and suggest that, when using a fresh nasal 
wash sample, culture and qPCR are equally sensitive until 102 CFUs/ml.23   
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The  parallel  decrease  of  culture‐positivity  rates  and  pneumococcal  densities measured  by 
qPCR, suggests that qPCR is more suitable for detecting low levels of carriage. However, qPCR 
is  not  informative  regarding  the  viability  of  pneumococci  in  the  nasopharynx.  As  seen  in 
Figure 3B, continuous qPCR detection when culture results are negative may represent either 
prolonged  low‐density carriage,  living cells that are  in a culture‐unfavorable metabolic state, 
or  remaining  pneumococcal  debris.  Also,  intermittent  positive  culture  results  could  be 
misconstrued as separate carriage episodes when they are actually a single carriage episode 
as supported by qPCR detection (Figure 3A). With application of both methods, the chance of 
missing  pneumococcal  carriage may  be  reduced.  In  our  controlled  environment,  the most 
advantageous approach to longitudinally study a carriage episode is to use both methods. 
Inconsistencies between  culture and qPCR detection could also be explained by decreasing 
success rates at the threshold of detection. Culture densities were low (< 10 CFUs/ml) in six of 
seven qPCR‐negative samples, and,  in 54 out of 57 culture‐negative samples, qPCR densities 
were  <  103  copies/ml.  The  inconsistencies  at  higher  density  could  be  attributable  to 
experimental error; culture‐positive/qPCR‐negative samples could be the result of faulty DNA 
extraction or  the  exclusion of qPCR  signals  <10  copies/ml  (>  40  cycles).  Four of  the  seven 
exclusively culture‐positive samples were analyzed again using a different lytA primer set, yet 
remained negative  for pneumococcal DNA.24 We  chose a  threshold of 40  cycles which was 
used  in  the  development  of  the  lytA  qPCR  assay. We  observed  that  the  success  rate  of 
detection of the standard curve was still 100% at 40 cycles, and that the standard curve still 
followed a straight line at 40 cycles. In addition, almost all samples detected between 35 and 
40 cycles were positive  in both duplicates. These observations  imply  that  the  lower  limit of 
detection of our method had not  yet been  reached  at 40  cycles. This  cut‐off  is  two  cycles 
higher  than  the one used  in  the  study with  children, possibly explaining  the differences  in 
detection limits between the two studies.21,22   
Our study surveyed adult pneumococcal carriage  in consecutive NW samples. However, this 
sampling method  is  less  suited  for  those who  are  unable  to  actively  participate  in  sample 
collection  (e.g.  young  children).  Further  studies  will  need  to  determine  whether  our 
observations hold true for different sampling methods and populations. 
Carriage is a dynamic event, and we have shown that an experimental human carriage model 
mimics a natural carriage episode. The data  from our  study  indicate  that culture and qPCR 
methods are highly complementary  for studying pneumococcal carriage episodes, especially 
when  the  carriage  density  is  low.  This  is  important  information  for  future  vaccine  studies 
where carriage density or duration may be an endpoint. 
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Abstract 
Background 
Colonization of  the  nasopharynx  by  Streptococcus  pneumoniae  is  a necessary  precursor  to 
pneumococcal diseases that result in morbidity and mortality worldwide. The nasopharynx is 
also host to other bacterial species, including the common pathogens Staphylococcus aureus, 
Haemophilus influenzae, and Moraxella catarrhalis. 
 
Methods 
To better understand how  these bacteria  change  in  relation  to pneumococcal  colonization, 
we used species‐specific quantitative PCR to examine bacterial densities in 52 subjects 7 days 
before, and 2, 7, and 14 days after  controlled  inoculation of healthy human adults with  S. 
pneumoniae serotype 6B.  
 
Results 
Overall, 33  (63%) of subjects carried S. pneumoniae post‐inoculation. The baseline presence 
and density of  S. aureus, H.  influenzae, and M.  catarrhalis were not  statistically associated 
with likelihood of successful pneumococcal colonization at this study's sample size, although a 
lower  rate  of  pneumococcal  colonization  in  the  presence  of  S.  aureus  (7/14)  was  seen 
compared  to  that  in  the presence of H.  influenzae  (12/16). Among  subjects  colonized with 
pneumococci, the number also carrying either H. influenzae or S. aureus fell during the study 
and  at  14  days  post‐inoculation,  the  proportion  carrying  S.  aureus was  significantly  lower 
among those who were colonized with S. pneumoniae (p=0.008) compared to non‐colonized 
subjects.  
 
Conclusion 
These data on bacterial associations are  the  first  to be  reported  surrounding experimental 
human pneumococcal colonization and show that co‐colonizing effects are likely subtle rather 
than absolute. 
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Background 
Streptococcus pneumoniae (commonly called the pneumococcus)  is a resident of the human 
nasopharynx as well as an  important pathogen responsible for 1.3 million deaths  in children 
under 5 annually.1 Colonization of the nasopharynx is a necessary precursor to pneumococcal 
diseases  including pneumonia, meningitis, and otitis media.2 S. pneumoniae  (Sp) shares  the 
nasopharyngeal  niche with  other  bacterial  species  including  the  pathogens  Staphylococcus 
aureus  (Sa),  Haemophilus  influenzae  (Hi)  and  Moraxella  catarrhalis  (Mc).  With  the 
introduction of pneumococcal conjugate vaccines (PCV) worldwide, the relationship between 
nasopharyngeal  carriage  of  Sp  and  other  bacterial  pathogens  is  of  special  interest.  Cross‐
sectional studies have demonstrated an inverse association between carriage of S. aureus and 
vaccine‐type  S.  pneumoniae3‐5  and  studies  of  PCV  introduction  have  found  increased 
prevalence of S. aureus carriage following PCV roll‐out.6‐8 Other cross‐sectional studies have 
found  positive  correlations  between  Sp  and  Hi5,9,10,  and  between  Sp  and Mc11‐13, while  a 
longitudinal study by Spijkerman et al.  found  that  the prevalence of Hi  increased 3 and 4.5 
years after PCV‐7 administration but the prevalence of Mc remained unchanged.8 However, 
no study to date has examined the ecological effect of controlled inoculation with Sp on other 
bacterial residents of the nasopharynx. 
The Experimental Human Pneumococcal Carriage (EHPC) study14 is a model of pneumococcal 
carriage  in  healthy  human  adults  with  the  potential  for  testing  vaccine  candidates  using 
prevention  of  carriage  as  an  alternative  endpoint.  Early  results  have  indicated  that  Sp 
challenge provokes mucosal immunity even when Sp carriage is not established15 and induced 
carriage offers protection against carriage when  re‐challenged with  the same serotype.16  In 
addition  to  immunological  responses  produced  by  experimental  carriage,  there  is  also  the 
possibility of  altered  nasopharyngeal  bacterial  carriage  as  a  consequence of  inter‐bacterial 
competition. We hypothesized  that  successful  colonization with Sp may be affected by  the 
bacteria present in the nasopharynx at baseline and that the addition of pneumococcus to the 
nasopharynx could alter the carriage of other bacterial pathogens. Using DNA extracted from 
EHPC  nasal wash  samples  and  real‐time  quantitative  PCR  (qPCR), we  sought  to  determine 
whether  the  presence  of  Sa,  Hi,  or  Mc  prior  to  inoculation  could  predict  successful  Sp 
colonization and if carriage density of these three bacterial species was altered by successful 
Sp colonization. 
 
Methods 
Study Design 
Specimen  collection  and  sample  processing  was  conducted  in  Liverpool,  UK,  DNA  was 
extracted in Nijmegen, The Netherlands, and qPCRs were conducted in Nijmegen and Atlanta, 
Georgia, USA. Healthy, non‐smoking adults between the ages of 18 and 60 were recruited in 
Liverpool, UK. Exclusion  criteria  included natural  colonization at baseline as determined by 
traditional  culture  methods  and  regular  contact  with  at‐risk  individuals,  such  as  young 
children. The study was approved by the United Kingdom's National Research Ethics Service 
(NRES), Sefton, Liverpool 11/NW/0592 and written  informed consent was obtained  from all 
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subjects enrolled. Subjects were experimentally colonized with 60, 80, 160, or 320 thousand 
CFUs of S. pneumoniae 6B strain BHN418.17 To  increase power subjects  inoculated with 60k 
CFU (n = 22), 80k CFU (n = 10), 160k CFU (n = 10) and 320k CFU (n = 10), were combined into 
one group of 52 subjects for final analysis. 
 
Sample Collection 
Nasal wash samples were collected as previously described18,19 from subjects 7 days before, 
and 2, 7, and 14 days after inoculation. Directly after collection, 2ml of a 20 ml nasal wash was 
mixed and incubated with 4 ml of RNAprotect Bacteria Reagent (Qiagen Inc., Valencia CA). It 
was  stored  at  ‐80°C  until  genomic DNA  extraction.  The  remaining  volume  nasal wash was 
centrifuged for 10 min at 3345 x g. The supernatant was removed and the pellet resuspended 
in  skimmed  milk‐tryptone‐glucose‐glycerol  (STGG)  medium  before  plating  on  blood  and 
chocolate agar plates for identification of Sp, Hi, Sa, and Mc. 
 
DNA Extraction 
The nasal wash RNAprotect mixture was pelleted by centrifugation at 3,345 x g for 10 min and 
the pellet was resuspended in phenol and 300 μl lysis buffer (AGOWA mag Mini DNA Isolation 
Kit,  AGOWA,  Berlin,  Germany).  Then  25‐50  mg  of  zirconium  beads  were  added  and  the 
sample disrupted by TissueLyser (Qiagen Inc., Valencia CA) for 2 min, twice. The supernatant 
containing  the  released DNA was  then purified according  to  the protocol  included with  the 
AGOWA mag Mini DNA isolation Kit. Samples were eluted in 63 μl of elution buffer. 
 
Quantification of Bacterial DNA 
When compared to culture‐based methods, qPCR has excellent sensitivity and good specificity 
in detecting S. pneumoniae in nasal wash samples and a lower limit of detection (Gritzfeld JF 
et al., unpublished data). Therefore, we used qPCR to quantify S. pneumoniae, H. influenzae, 
S.  aureus,  and M.  catarrhalis DNA  densities  for  this  study. Reactions were  conducted  in  a 
volume  of  20  μl  containing  the  TaqMan  Universal  PCR  Master  Mix  (Invitrogen  by  Life 
Technology, CA, USA), 1.0  μl of  sample DNA,  forward and  reverse primers and  fluorogenic 
probes (Table 1).  
For all reactions, the qPCR conditions were 50°C  for 2 min, 95°C  for 10 min,  followed by 40 
cycles of 95°C  for 15  s and 60°C  for 1 min. All  samples were  run  in duplicate;  if duplicates 
mismatched, samples were considered negative if the positive duplicate had Ct > 38.  
Samples  from  the  dose‐ranging  study  (80k,  160k,  and  320k  CFU) were  analyzed  using  an 
Applied Biosystems  7500  Fast Real‐Time PCR  System  and  samples  from  the  reproducibility 
study  (60k  CFU) were  analyzed  on  a  Bio‐Rad  CFX96  Real‐Time  System.  Primer  and  probe 
concentrations were  optimized  for  each  target  and  each machine.  For  the ABI  7500,  final 
primer/probe concentrations were 100/100 nM for lytA, 200/200 nM for nuc, 300/300 nm for 
hpd,  and  100/100  nm  for  copB.  For  the  Bio‐Rad  CFX96,  final  primer/probe  concentrations 
were 100/100 nM for lytA, 400/200 for nuc, 300/300 nM for hpd, and 200/200 nm for copB. 
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Table 1. Primers and probes used for qPCR assays. 
Species  
(gene) 
Primer or 
probe name  5'‐3' nucleotide sequence
a  Size 
(bp)  Source 
S. pneumoniae 
(lyta) 
lytaF  ACGCAATCTAGCAGATGAAGC 
101  20 lytaR  TGTTTGGTTGGTTATTCGTGC 
lytaPr  TTTGCCGAAAACGCTTGATACAGGG 
S. aureus  
(nuc) 
nucF  GTTGCTTAGTGTTAACTTTAGTTGTA 
154  21 nucR  AATGTCGCAGGTTCTTTATGTAATTT 
nucPr  AAGTCTAAGTAGCTCAGCAAATGCA 
H. influenzae 
(hpd) 
hpdF729  AGATTGGAAAGAAACACAAGAAAAAGA 
113  22 hpdR819  CACCATCGGCATATTTAACCACT 
hpdPr762i  AAACATCCAATCG"T"AATTATAGTTTACCCAATAACCC 
M. catarrhalis 
(copB) 
copbF  CGTGTTGACCGTTTTGACTTT 
125  13 copbR  TAGATTAGGTTACCGCTGACG 
copbPr  ACCGACATCAACCCAAGCTTTGG 
aAll  probes were  labeled with Hex  at  5′‐end  and  Black Hole Quencher  (BHQ)  at  the  3′‐end with  the 
exception for hpdPr762, which was labeled with BHQ at an internal “T” and SpC6 at the 3'‐end.  
 
Standard  curves  were  created  using  purified  genomic  DNA  extracted  from  laboratory 
reference strains and quantified using the NanoDrop ND‐1000. For S. pneumoniae, DNA was 
extracted from TIGR4.23 For S. aureus, DNA was extracted from ATCC 29213. For H. influenzae, 
DNA was extracted from R2866.24 And for M. catarrhalis, DNA was extracted from BBH18.25 
 
Back‐calculating genomes/ml from DNA quantities 
As a measure for bacterial density, we determined the number of bacterial genomes per ml of 
nasal  wash  by  back‐calculating  the  number  of  bacterial  genomes  based  on  the  bacterial 
genome size (e.g. for Sp 2160842 base pairs) and the average weight of a DNA base pair (650 
Daltons).  The number of genome copies per ul of extracted DNA = (mass in ng * Avagadro's 
number) / (genome length * 1e9 * 650). This number was then multiplied by 31.5 to account 
for  the difference between  the volume of nasal wash used  in  the extraction  (2 ml) and  the 
volume of extracted DNA resulting  from  the reaction  (63 μl)  in order  to determine genome 
copies  per ml  of  nasal wash. Any  sample with  a  concentration  of  >  100  genomes/ml was 
considered to be positive for that bacterial species. Successful colonization was defined as a 
positive qPCR at any time point following inoculation. 
 
Statistical Analyses 
Given the non‐normal distribution of the data (as assessed by the Shapiro‐Wilk test) numbers 
are reported as median  (interquartile range) except when noted. Differences  in proportions 
were  assessed  by  the  Fisher’s  exact  test  and  differences  in  continuous  variables  (such  as 
density) were assessed using the Mann‐Whitney U test. An α=0.05 was considered statistically 
significant  for  all  analyses.  When  assessing  differences  in  density  of  multiple  groups,  a 
Kruskall‐Wallis  analysis  of  variance  was  employed.  G*Power  3.1  software26  was  used  for 
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power calculations and all other statistical analyses were conducted  in GraphPad Prism 6 or 
RStudio 0.97. 
 
Results 
Sp inoculation induces pneumococcal carriage as assessed by qPCR 
Of  the  52  subjects  inoculated,  33  individuals  (63%)  were  Sp  colonized  post‐inoculation. 
Subjects  receiving different  inoculation doses of Sp were grouped  together  to  increase  the 
sample size of this analysis.   To verify that all subjects were experiencing biologically similar 
challenges, we  compared  the  frequency  and  density  of  pneumococcal  colonization  among 
these groups. Of the subjects in the 60k CFU group, 55% became colonized with Sp while 70% 
of  subjects  in  the 80k, 160k,  and 320k  groups became  colonized  (Figure 1). The maximum 
post‐inoculation colonization log densities (genomes/ml) of the 60k, 80k, 160k, and 320k CFU 
groups were 3.5 (2.5‐5.0), 4.5 (3.7‐4.7), 3.1 (2.9‐3.8), and 3.0 (2.7‐3.5), respectively (Figure 1). 
There was no statistically significant difference between the four groups in maximum density 
(p=0.30) or colonization rate (p=0.47).  
 
 
Figure 1. Colonization rates and maximum post‐inoculation densities at four inoculation doses. Subjects 
were administered intra‐nasal doses of 60k, 80k, 160k, or 320k CFU of S. pneumoniae 6B. Comparison of 
Sp  colonization  rates and maximum post‐inoculation densities  rates among  subjects  in  the  four dose 
groups  revealed  no  statistically  significant  differences.  Boxplots  indicate median,  interquartile  range, 
and range with circles indicating outlier values. 
 
Carriage rates and densities over time 
While all subjects were culture negative for S. pneumoniae at baseline, 3 subjects (6%) were 
Sp  carriage  positive  at  baseline  as  assessed  by  qPCR.  Following  inoculation,  carriage  of  Sp 
increased to 50% at 2 days post‐inoculation and then fell to 46% and 34% at 7 and 14 days 
post‐inoculation, respectively (blue line, Figure 2). 
IMPACT OF PNEUMOCOCCAL CARRIAGE ON BACTERIAL DENSITIES 
69 
5	
At baseline, 16 subjects (31%) carried Hi, 14 subjects (27%) carried Sa, and 10 subjects (19%) 
carried Mc (Figure 2). Hi was carried by 33%, 25% and 21% of subjects 2, 4, and 7 days post‐
inoculation, respectively (red line, Figure 2). Sa was carried by 27%, 27% and 25% of subjects 
2, 4, and 7 days post‐inoculation, respectively (green  line, Figure 2). Mc was carried by 10%, 
15%, and 12% of subjects 2, 4, and 7 days post‐inoculation, respectively (purple line, Figure 2). 
Overall, while  the  rate of  Sp  carriage  increased dramatically  after  inoculation,  the  carriage 
rates of Sa, Hi, and Mc did not significantly change. 
 
 
Figure  2.  Percent  of  subjects  carrying  Sp, Hi,  Sa,  and Mc  at  baseline  and  at  2,  7,  and  14  days  post‐
inoculation. Nasopharyngeal samples from 52 subjects were examined at four time points for bacterial 
DNA and carriage was defined as > 100 genomes/ml. 
 
When  carriage densities were examined  for each bacterium over  the  four  time points, we 
observed an increase in the median log density of Sp; rising from 2.3 at baseline to 3.7 at 14 
days post‐inoculation (p=0.003; Figure 3A). There was no significant change over time  in the 
density of H. influenzae (Figure 3B), S. aureus (Figure 3C), or M. catarrhalis (Figure 3D). 
 
Table 2. Contingency tables of carriage of Hi, Sa, and Mc at baseline against colonization with 
Sp post‐inoculation for 52 subjects. 
Carriage at baseline  Sp Col+ (n=33)  Sp Col‐ (n=19)  Fisher exact p‐value 
Hi+ (n=16) 
Hi‐  (n=36) 
Sa+ (n=14) 
12 (75%)  4 (25%)  0.71 
21 (58%)  15 (42%)   
7 (50%)  7 (50%)  0.33 
Sa‐  (n=38) 
Mc+ (n=10) 
Mc‐  (n=42) 
26 (68%)  12 (32%)   
5 (50%)  5 (50%)  0.47 
28 (67%)  14 (33%)   
 
Baseline bacterial carriage as a predictor of Sp colonization 
To assess whether carriage of Hi, Sa, or Mc was associated with likelihood of Sp colonization 
post‐inoculation, we examined carriage as both a binary variable (detected) and a continuous 
variable (density). While 75% of those Hi+ at baseline would go on to become colonized with 
Sp, only 58% of those Hi‐ would become Sp colonized (p=0.71; Table 2). Conversely, 50% of 
Sa+ became colonized with Sp while 68% of Sa‐ became colonized with Sp (p=0.33; Table 2). 
Individuals  carrying  Mc  at  baseline  became  colonized  with  Sp  50%  of  the  time  while 
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individuals not carrying Mc at baseline became colonized with Sp 57% of  the  time  (p=0.47; 
Table  2).  Similarly, Mann‐Whitney U  tests  revealed  no  statistically  significant  difference  in 
baseline  densities  of Mc,  Sa,  or Hi when  comparing  those  colonized with  Sp  to  those  not 
colonized by Sp (data not shown). 
 
  
Figure 3. Density of Sp (A), Hi (B), Sa (C), and Mc (D) in nasal wash samples at four time points. Boxplots 
of  log  bacterial  density  (in  genomes/ml)  of  all  samples with  >  100  genomes/ml  at  each  time  point. 
Boxplots  indicate median,  interquartile range, and range with circles  indicating outlier values. Asterisk 
indicates p=0.003. 
 
Hi, Sa, and Mc carriage post‐inoculation 
While the proportion of subjects carrying Hi decreased from 31% pre‐inoculation to 21% post‐
inoculation  (Figure  2),  to  determine  if  there was  a  change  in  Hi  related  to  successful  Sp 
colonization, we segregated the data by Sp colonization status. Among those colonized by Sp, 
carriage of Hi decreased  from 36% pre‐inoculation to 15% 2 days post‐inoculation  (red  line; 
Figure  4A).  Among  those  not  colonized  by  Sp,  carriage  of  Hi  increased  from  21%  pre‐
inoculation to 42% 2 days post‐inoculation (blue  line; Figure 4A). However, the difference  in 
proportions carrying Hi between  the Sp colonized group and  the Sp uncolonized group was 
not statistically significant at any of the four time points measured. 
For S. aureus, 37% of the Sp uncolonized group carried Sa at baseline, while 21% of the Sp‐
colonized  group  carried  Sa  at  baseline;  this  difference  in  proportions was  not  statistically 
significant (p=0.33). Similarly the carriage rates of Sa were not significantly different between 
the two groups at 2 and 7 days post‐inoculation. However, at 14 days post inoculation, those 
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colonized with Sp had a significantly  lower rate of Sa carriage (12%) than those uncolonized 
with Sp (47%; p=0.008; Figure 4B). 
Among those colonized by Sp, carriage of Mc decreased from 15% pre‐inoculation to 9% post‐
inoculation (red line; Figure 4C). Among those not colonized by Sp, carriage of Mc decreased 
from  26%  pre‐inoculation  to  16%  post‐inoculation  (blue  line;  Figure  4C).  The  difference  in 
proportions  between  the  Sp  colonized  group  and  the  Sp  uncolonized  group  was  not 
statistically significant at any of the four time points. 
To further characterize the difference in Sa carriage at 14 days post‐inoculation, we compared 
the density of Sa carriage among those colonized by Sp to those uncolonized by Sp. Among 
those carrying Sa at this time point, the median log density was lower among those colonized 
by Sp  (3.2)  than  those uncolonized by Sp  (4.1; Figure 4D); however  this difference was not 
statistically significant (p=0.71). 
 
 
Figure 4. Percent carrying Hi  (A), Sa  (B), and Mc  (C) at 4 time points and density of Sa colonization at 
baseline  and  14  days  (D)  segregated  by  success  of  pneumococcal  colonization. Numbers  of  subjects 
carrying each bacteria  ranged  from 11‐17  for H.  influenzae, 5‐10  for M.  catarrhalis, and 13‐14  for  S. 
aureus. Asterisk indicates p=0.008. 
 
Discussion 
This  is  the  first  study  to  examine  bacterial  densities  of  S.  aureus,  H.  influenzae,  and M. 
catarrhalis before and after controlled addition of S. pneumoniae to the human nasopharynx. 
Serotype 6B is a clinically important serotype of S. pneumoniae; a recent meta‐analysis found 
that  pneumonia  patients  infected  with  6B  were  at  an  increased  risk  of  death.27  The 
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prevalence  of  6B  in  carriage  and  disease  led  to  its  inclusion  in  all  formulations  of  the 
pneumococcal  conjugate  vaccine. While  a  smaller,  previous  study  examined  the  immune 
response to experimental human pneumococcal carriage, that study did not characterize the 
bacterial load in the nasopharynx before and after inoculation.28 Therefore, the current study 
of pneumococcal colonization of healthy adults offers the first chance to estimate effect size 
for two separate questions. First: do baseline bacterial densities correlate with  likelihood of 
Sp colonization? And second: does successful pneumococcal colonization lead to a change in 
the presence or density of other nasopharyngeal species? 
 
On examining 52 subjects, 33 (63%) of whom were successfully colonized by Sp, we found no 
statistically significant association between baseline presence or density of Hi, Sa, or Mc and 
likelihood of colonization with Sp. However, there were tendencies in the data which suggest 
that successful pneumococcal colonization may be more likely in those carrying Hi at baseline 
and  less  likely  in those carrying Sa; these are associations consistent with previous studies.3‐
6,29,30 While the current study only had a power of 0.22 to detect a difference in proportions of 
17% (i.e. the difference in percent colonized by Sp when segregating by Hi carriage status), a 
future study could enroll approximately 250 subjects to achieve a power of 0.8 now that the 
estimated effect size is better described. 
 
Successful colonization with Sp was associated with an absence of Sa in samples 14 days post‐
inoculation. This difference in proportions was due to both a decrease in prevalence of Sa in 
subjects colonized with Sp and an increase in prevalence of Sa in those uncolonized with Sp. 
The  increase  in  Sa  prevalence  may  have  been  incidental  or  it  may  have  been  an 
immunologically‐mediated  phenomena  related  to  failed  pneumococcal  colonization. While 
these data are not sufficient to prove that colonization with Sp always decreases prevalence 
of Sa at 14 days post‐colonization, a time‐delayed effect on S. aureus carriage may implicate 
an  immunologic mechanism  in  the  antagonistic  relationship  between  Sp  and  Sa.  Notably, 
studies  of HIV‐positive  children  have  demonstrated  a  lack  of  antagonism  between  Sa  and 
Sp6,31  and  a  recent  study has demonstrated  that pneumococcal  colonization  in mice  elicits 
cross‐reactive  IgG  antibodies  that  protect  against  S.  aureus.32  Future  studies may want  to 
measure  levels  of  the  cross‐reactive  antibodies,  staphylococcal  P5CDH  and  pneumococcal 
SP_1119,  identified by Lijek et al. However, the difference  in proportions we observed at 14 
days was an exacerbation of a pre‐existing difference in proportions at baseline, 2 and 7 days 
post‐inoculation.  Therefore,  repeated  studies  are  needed  to  verify  this  observed  delayed 
effect on Sa carriage. 
This  study  did  not  show  a  statistically  significant  difference  in  prevalence  or  density  of H. 
influenzae and M. catarrhalis following controlled inoculation with S. pneumoniae. While the 
prevalence of M. catarrhalis decreased from baseline to 2 days post‐inoculation, this change 
did  not meet  criteria  for  statistical  significance  and  the  decrease  in  prevalence was  seen 
equally  in subjects colonized by Sp and subjects not colonized with Sp. Either controlled Sp 
colonization of healthy adults does not change prevalence and density of Hi and Mc, or this 
study was not adequately powered to detect the magnitude of change present. 
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The  primary  limitations  of  this  study  include  sample  size  and  the  lack  of  sham‐inoculated 
controls.  A  priori,  it  was  difficult  to  estimate  the  effect  size  of  bacterial  carriage  on 
pneumococcal colonization and vice versa. From this study,  it appears that the effect size of 
baseline carriage of Sa and Hi on  likelihood of pneumococcal colonization  is  in the range of 
15‐20%.  Similarly,  the  examination  of  changes  in  bacterial  carriage  post‐inoculation  was 
limited by the small number of subjects carrying Hi, Sa, or Mc; with only 19‐31% of subjects 
carrying these microbes, the comparison of those Sp‐colonized to those uncolonized with Sp 
is very  limited. Future studies may want to examine a population  in which carriage of these 
bacterial species is more prevalent. While this study examined bacterial population dynamics 
in  adults,  colonization  with  Sp  and  other  nasopharyngeal  pathogens  is most  common  in 
children;  however,  ethical  considerations  may  preclude  experimental  pneumococcal 
challenge studies  from being conducted  in a pediatric population. Finally,  the design of  this 
study  enabled  the  comparison  of  successful  colonization  with  unsuccessful  colonization 
without  examining  the  effect  of  repeated  nasal  washes  on  nasopharyngeal  bacterial 
population dynamics. While nasal washes are an effective way to determine nasopharyngeal 
carriage18,  it  is  unknown  how  this  procedure  may  disturb  the  nasopharyngeal  microbial 
community. 
 
This study is the first to examine nasopharyngeal bacterial densities in healthy human adults 
inoculated  with  Sp. While  children  are  the  primary  reservoirs  of  pneumococcal  carriage, 
experimental  studies  in  adults  will  likely  be  the  best  approximation  we  can  achieve  for 
observing pneumococcal colonization  in a controlled environment. The difference we  found 
in prevalence of Sa carriage 14 days post‐pneumococcal colonization  is an  intriguing  finding 
that  lends  support  to  the  hypothesis  that  Sp  and  Sa  antagonism  is mediated  by  the  host 
immune  system.  Larger,  future  studies will  be  able  to  examine  the  relationship  between 
pneumococcal  colonization and Sa, Hi, and Mc  carriage, and microbiome  studies using 16S 
sequencing data may reveal associations with species that are unculturable or are not known 
pathogens.  Furthermore,  the  experimental  human  pneumococcal  carriage  model  offers 
future opportunities to examine vaccine efficacy and observe the changes in nasopharyngeal 
microbiology that occur near the time of vaccination. 
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Abstract 
Background 
In  blood  culture‐proven  pneumococcal  infections,  streamlining  empirical  therapy  to 
monotherapy with  a  penicillin  is  preferred  in  order  to  reduce  the  use  of  broad‐spectrum 
antibiotics. However, adherence to this international recommendation is poor, and curiously 
it  is  unclear  whether  antibiotic  streamlining  may  be  harmful  to  individual  patients.  We 
investigated whether streamlining in bacteraemic pneumococcal infections is associated with 
mortality. 
 
Methods 
Adults  admitted  to  two  Dutch  hospitals  between  2001  and  2011  with  bacteraemic 
pneumococcal  infections  were  retrospectively  included.  Detailed  clinical  data  on  patient 
characteristics, comorbidities and severity and outcome of disease were obtained in addition 
to  data  on  antibiotic  treatment.  Those  eligible  for  streamlining were  selected  for  further 
analyses. 
 
Results 
In  the  45.8%  of  cases  (126  of  275) where  antibiotic  treatment was  streamlined,  a  lower 
mortality  rate was observed  (6.3%  versus 15.4%, p=0.021). The decision  to  streamline was 
only  marginally  explained  by  the  38  determinants  accounted  for.  After  correction  for 
potential confounders, the odds ratio for death while streamlining was 0.45 (95% confidence 
interval:  0.18‐1.11,  p=0.082)  in  all  cases  and  0.35  (95%  confidence  interval:  0.12‐0.99, 
p=0.048) specifically in pneumonia cases. 
 
Conclusions 
Our  results  suggest  that  streamlining  in  eligible  pneumococcal  bacteraemia  cases  is  safe, 
irrespective  of  patient  characteristics,  severity  of  disease  or  empirical  treatment  regimen. 
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Introduction 
Bacteraemic pneumococcal  infections are seen  in various hospital departments all over  the 
world. Therefore, many physicians are confronted with the issue whether or not to streamline 
antibiotics  for a patient with a blood culture‐proven pneumococcal  infection. The preferred 
treatment  for  bacteraemic  pneumococcal  infections  is  monotherapy  with  a  penicillin, 
provided  that  the  causative  pneumococci  are  susceptible.1‐5  Streamlining  empirical  broad 
spectrum  antibiotics  to  targeted  therapy  is  driven  by  the  urgency  of minimizing  antibiotic 
pressure to reduce the development of antimicrobial resistance.6 However, poor compliance 
with this recommendation has been reported by various studies.7‐12 Remarkably, it is to date 
not  clear whether  the decision  to  streamline antibiotic  therapy may affect  the outcome of 
patients  with  pneumococcal  bacteraemia.  This  uncertainty  may  discourage  physicians  to 
adhere to this particular recommendation on antibiotic treatment. Most of the  literature on 
mortality  in pneumococcal bacteraemia  addresses  the  influence of  the  empirical  antibiotic 
regimen. These studies mainly compare antibiotic monotherapy versus combination therapy 
during the initial days of admission for pneumococcal bacteraemia, and indicate that multiple 
antibiotics may be favourable to outcome in severe disease.13‐17 Although the guidelines state 
that discontinuation of combination therapy after culture results are known is most likely safe 
in non‐intensive care unit (ICU) patients, there are no studies published in which streamlining 
of antibiotics to monotherapy has been addressed as a possible determinant of outcome.2 In 
this  retrospective  study,  we  investigated  whether  and  how  streamlining  in  bacteraemic 
pneumococcal infections is associated with mortality. 
 
Methods 
Study population 
Adults (aged 18 years or older) admitted with a blood culture proven pneumococcal infection 
at  two  Dutch  hospitals  between  January  2001  and  June  2011 whose  antibiotic  treatment 
before  and  after  blood  culture  positivity  (BCP)  could  be  retrieved,  were  retrospectively 
included.  Since  all  cases  had  a  bacteraemic  pneumococcal  infection,  streamlining  to 
monotherapy with a penicillin  (MP) was recommended  for all patients  included. Only  those 
patients  for who  streamlining  had  been  possible were  selected  for  analysis.  For  this  they 
should  have  received  an  empirical  antibiotic  regimen  other  than  monotherapy  with  a 
penicillin (MP).  In addition, patients were excluded from the analysis  if they died during the 
first  three  days of  hospitalisation while  it was  unclear whether  blood  culture  results were 
already known to the attending physician. This observational cohort study was approved by 
the local medical ethical committees of both participating hospitals. 
 
Clinical parameters 
The  following  cohort  characteristics  were  extracted  from  hospital  medical  records:  age, 
gender,  comorbidities,  use  of  immunosuppressive  medication  (cytostatics  or  systemic 
glucocorticoids),  number  of  days  that  symptoms  started  before  admission  and  the  year  in 
which the patients were hospitalised. The Charlson Comorbidity Index is a method (based on 
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the Charlson Comorbidity  Score)  to predict 1‐year mortality based on age, gender and  the 
presence  of  comorbidities.18  In  this  study, we  applied  the  Charlson  Comorbidity  Score  to 
estimate  the  condition of a patient prior  to  the  superimposing pneumococcal  infection. To 
estimate severity of disease at admission, data on clinical diagnosis, the presence of clinical 
signs  of  sepsis  and  levels  of  blood  C‐reactive  protein  (CRP),  hemoglobin,  creatinine  and 
leukocyte counts were collected. For pneumonia cases, the presence of pleural empyema was 
documented  in  addition  to  the  Pneumonia  Severity  Index  (PSI)  score.19  A  PSI  score  was 
defined appropriate  if  it was based on ≥ 16/20 patient characteristics. Other parameters  to 
assess morbidity were based on  required  intensity of  treatment: admission  to an  intensive 
care unit  (ICU), mechanical ventilation and  length of hospital  stay among  survivors. Clinical 
outcome was  evaluated  by  all‐cause  in‐hospital mortality,  cause  of  death    and  time  until 
death  occurred  during  hospitalisation.  In  case  treatment  was  limited  (specific  treatment 
restrictions  were  agreed  upon  at  admission)  or  treatment  was  discontinued,  this  was 
registered.  Finally,  pneumococcal  antibiotic  resistance  patterns  in  minimum  inhibitory 
concentration (MIC) values were collected for every patient. 
 
Antibiotic treatment 
Selected patients were classified according to whether streamlining to MP occurred after BCP 
or not. Monotherapy with  a penicillin was defined  as  antibiotic  treatment with  exclusively 
benzylpenicillin or amoxicillin, not including the combination with clavulanic acid. Coverage of 
atypical pathogens was defined as treatment containing macrolides, chinolons or tetracyclins. 
For  patients who  died  during  hospital  stay  it was  studied whether  the  dose  and  type  of 
antibiotic therapy adequately covered the causative pneumococcus, based on MIC values and 
recommended antibiotic dose in the National Dutch antibiotics guidelines (SWAB).20 
 
Statistical analysis 
Differences  in mortality and other cohort characteristics between the two treatment groups 
(potential confounders) were statistically tested by an unpaired t‐test for normally distributed 
continuous  variables,  a  Mann‐Whitney  U  test  for  not  normally  distributed  continuous 
variables  and  a  Chi‐square  test  (Fisher’s  exact  test  if  <10  cases  in  a  cell)  for  dichotomous 
variables. Differences  in  the distribution of cases over  the PSI  risk classes between  the  two 
treatment groups were statistically tested by a Kruskal‐Wallis test. 
For  logistic  regression analyses  the binary variables were  coded as  “0”  if absent and  “1”  if 
present; “f” for females, “m” for males; “a” for hospital A and “b” for hospital B. The ordinal 
variable PSI risk class was coded as 1 to 5 for class I to V respectively. None of the continuous 
variables was binned. 
Potential determinants  involved  in  the decision  to  streamline were  identified by univariate 
logistic regression analysis, testing each collected clinical parameter. The  identified potential 
determinants  were  tested  for  collinearity  via  linear  regression  analysis  in  the  IBM  SPSS 
Statistics 20 package. Testing  for  interactions was not performed. The  independency of  the 
potential determinants identified was subsequently tested in a multivariate logistic regression 
model, using the stepwise backward LR method with subsequent 1000 sample bootstrapping 
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of  the model.  In case  the model  for streamlining contained ordinal or continuous variables, 
they were  tested  for heteroscedasticity via a normal probability plot after  linear  regression 
analysis  in  the  IBM  SPSS  Statistics  20  package.  The  variance  in  the  decision  to  streamline 
explained by the independent determinants was assessed by the Nagelkerke R square value. 
Potential  confounders  for  the  association  between  streamlining  and mortality were  those 
variables  that  significantly differed between  the  two  treatment  groups  (streamlining or no 
streamlining). Adjustment for confounding was performed by entering the identified potential 
confounders  and  streamlining  as  covariates  together  in  a  multivariate  logistic  regression 
analysis with  in‐hospital mortality  as  the  dependent  variable.  To  adjust  for  the  predicted 
probability  of  receiving  streamlining,  a  propensity  score  including  determinants  of 
streamlining was  added  as  a  covariate  to  the multivariate  logistic  regression  analysis.  To 
better  understand  the  relative  contribution  of  streamlining,  the  models  for  in‐hospital 
mortality were expanded with typically strong determinants of death: mechanical ventilation 
in  all cases and the PSI risk class in pneumonia cases. Odds ratios for death were converted to 
relative  risks  of  death  based  on  the  observed  absolute  in‐hospital mortality  rates  among 
patients without streamlining. For all analyses, the significance level was set at 0.05. 
 
Results 
Cohort characteristics 
In total 423 consecutive pneumococcal bacteraemia cases in the study period were assessed 
in  both  hospitals.  Seventy‐four  of  them  (17%) were  excluded  because  they  lacked  clearly 
reported  antibiotic  treatment  regimens.  Of  the  354  included  patients with  pneumococcal 
bacteraemia,  275  (77.7%)  were  eligible  for  streamlining  and  were  selected  for  further 
analysis.  The  most  prevalent  clinical  diagnosis  among  these  275  selected  cases  was 
pneumonia (n=229, 83.3%) followed by meningitis (n=23, 8.4%), unknown focus of  infection 
(n=16, 5.8%), arthritis or sinusitis (n=2, 0.7% each) and endocarditis, empyema or peritonitis 
(n=1, 0.4% each). For 126 out of 275 patients (45.8%) antibiotic therapy was streamlined to 
MP  after BCP.  The  overall  in‐hospital mortality  rate was  11.3%  (31  out  of  275)  (Figure  1). 
Further details on the main patient characteristics, comorbidities, examinations, management 
and outcome per treatment group are shown in Table 1. 
 
Mortality 
Of  the  31  patients who  died  during  hospital  stay,  21  cases  had  a  pneumonia,  4  cases  a 
meningitis  and  the  remaining  6  deaths  had  an  unknown  focus  of  infection.  In‐hospital 
mortality rate was 6.3% (8 out of 126) in patients whose antibiotic treatment was streamlined 
as compared to 15.4%  (23 out of 149)  in those without antibiotic streamlining  (p=0.021).  In 
the group of pneumonia cases, mortality was 5.5%  (6/109) when streamlined versus 12.5% 
(15/120) without  streamlining  (p  =  0.11),  8.3%  (1/12)  vs.  27.3%  (3/11)  in meningitis  cases 
(p=0.32)  and  33.3%  (1/3)  vs.  38.5%  (5/13)  in  patients with  an  unknown  focus  of  infection 
(p=1) (Figure 2). Of the 8 patients who died while receiving MP, treatment was limited in one  
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Table 1. Patient characteristics, comorbidities, examinations, management and outcome in 
275 patients with a bacteraemic pneumococcal infection. 
  ALL CASES  PNEUMONIA CASES 
  Streamlining  p‐value  Streamlining  p‐
value 
  No  Yes    No  Yes   
Subjects  149  126    120  109   
In‐hospital mortality  15.4 
(23/149)  6.3 (8/126)  0.021* 
12.5 
(15/120)  5.5 (6/109)  0.107 
Age  70 (60‐81)  68 (56‐77)  0.241  71 (60‐81)  68 (57‐79)  0.266 
Males  45.6 
(68/149) 
45.2 
(57/126)  0.947 
45.0 
(54/120) 
45.0 
(49/109)  0.994 
Comorbidities             
Cancer  30.4 
(45/148) 
17.5 
(22/126)  0.013* 
29.4 
(35/119) 
19.3 
(21/109)  0.075 
Liver disease  8.1 
(12/149)  4.8 (6/126)  0.332  5.8 (7/120)  3.7 (4/109)  0.544 
Heart failure  12.8 
(19/149) 
13.5 
(17/126)  0.856 
11.7 
(14/120) 
12.8 
(14/109)  0.786 
Cerebrovascular 
disease 
8.8 
(13/148) 
8.7 
(11/126)  0.988 
10.1 
(12/119)  7.3 (8/109)  0.493 
Cardiovascular 
disease 
50.0 
(74/148) 
40.5 
(51/126)  0.115 
50.4 
(60/119) 
41.3 
(45/109)  0.167 
Renal disease  7.4 
(11/148)  6.3 (8/126)  0.814  6.7 (8/119)  7.3 (8/109)  1.000 
COPD  32.2 
(48/149) 
20.6 
(26/126)  0.031* 
36.7 
(44/120) 
22.9 
(25/109)  0.024* 
Diabetes mellitus  18.8 
(28/149) 
19.0 
(24/126)  0.957 
15.8 
(19/120) 
18.3 
(20/109)  0.613 
Asplenia  0.7 (1/149)  0 (0/126)  1.000  0.8 (1/120)  0 (0/109)  1.000 
Immunocompromising 
medication 
10.1 
(15/149)  5.6 (7/126)  0.197 
10.0 
(12/120)  6.4 (7/109)  0.350 
Charlson Comorbidity Score  4.9 ± 2.6  4.3 ± 2.4  0.025*  4.9 ± 2.7  4.3 ± 2.4  0.083 
Start symptoms before 
admission (days)  2 (1‐3)  3 (1‐4)  0.144  2 (1‐4)  3 (1‐4)  0.624 
Year of hospitalisation  06 (03‐08)  07 (04‐09)  0.112  06 (03‐08)  07 (04‐09)  0.010* 
Pneumonias  80.5 
(120/149) 
86.5 
(109/126)  0.186       
Meningitis  7.4 
(11/149) 
9.5 
(12/126)  0.523       
Unknown focus of infection  8.7 
(13/149)  2.4 (3/126)  0.036*       
Sepsis  86.3 
(113/131) 
85.8 
(97/113)  0.925 
87.3 
(96/110) 
86.7 
(85/98)  0.908 
CRP (mg/L)  251 (99‐
390) 
249 (124‐
410)  0.443 
260 (86‐
417) 
275 (124‐
414)  0.580 
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Hemoglobin (mmol/L)  8.1 (7.2‐8.6)  8.0 (7.4‐8.5)  0.771  8.1 (7.3‐
8.7) 
7.9 (7.3‐
8.5)  0.394 
Leukocytes (*10^9/L)  16.1 (10.6‐
21.3) 
15.5 (10.3‐
21.8)  0.911 
16.3 (10.3‐
21.6) 
15.7 (10.1‐
22.0)  0.887 
Creatinine (µmol/L)  95 (79‐123)  99 (76‐130)  0.713  97 (81‐124)  100 (76‐
135)  0.806 
Empyema        10.8 
(13/120) 
10.1 
(11/109)  0.855 
PSI risk class at 
admission  I        1.8 (2/111)  3.9 (4/102)  0.191 
  II        15.3 
(17/111) 
18.6 
(19/102)   
  III        14.4 
(16/111) 
18.6 
(19/102)   
  IV        43.2 
(48/111) 
36.3 
(37/102)   
  V        25.2 
(28/111) 
22.5 
(23/102)   
Treated in hospital A  80.5 
(120/149) 
83.3 
(105/126)  0.549 
79.2 
(95/120) 
89.0 
(97/109)  0.044* 
Monotherapy empirically  39.2 
(58/148) 
31.0 
(39/126)  0.155 
40.8 
(49/120) 
28.4 
(31/109)  0.049* 
Beta‐lactam antibiotics in 
emperical therapy 
87.2 
(130/149) 
90.5 
(114/126)  0.399 
89.2 
(107/120) 
91.7 
(100/109)  0.654 
Exclusively beta‐lactam  
antibiotics emperically 
36.9 
(55/149) 
27.0 
(34/126)  0.080 
37.5 
(45/120) 
22.0 
(24/109)  0.011* 
Atypical coverage empirically  55.0 
(82/149) 
66.7 
(84/126)  0.049* 
56.7 
(68/120) 
74.3 
(81/109)  0.006* 
ICU admission  26.4 
(37/140) 
19.5 
(23/118)  0.189 
22.3 
(25/112) 
15.7 
(16/102)  0.218 
Mechanical ventilation  13.3 
(18/135)  6.0 (7/116)  0.060 
10.1 
(11/109)  5.0 (5/100)  0.199 
Limited treatment applied  4/23  1/8  1.000  2/15  1/6  1.000 
Treatment discontinued  10/23  4/8  1.000  7/15  3/6  1.000 
Time to death (days)  13 (5‐32)  3 (0‐7)  0.182  13 (5‐34)  4 (2‐13)  0.310 
Length of hospital stay  
survivors (days)  10 (7‐16)  12 (8‐16)  0.135  10 (7‐15)  11 (8‐15)  0.321 
Benzylpenicillin 
resistance  I  3  0    3  0   
  R  0  0    0  0   
Amoxicillin 
resistance  I  2  0    1  0   
  R  1  1    1  1   
Data are presented as n, median (IQR), % (n/n known) or mean ± SD. * p < 0.05 
COPD: chronic obstructive pulmonary disease; CRP: C‐reactive protein; PSI: pneumonia severity  index; 
ICU: intensive care unit; I: intermediately resistant; R: resistant. 
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case,  and  treatment  was  discontinued  in  4  cases.  Of  the  23  patients  who  died  without 
streamlining,  4  received  limited  treatment  and  in  10  cases  treatment  was  discontinued. 
Relative to the number of deaths, the rate of limited treatment applied (12.5% (1/8) vs. 17.4% 
(4/23),  p=1)  or  discontinued  treatment  (50%  (4/8)  vs.  43.5%  (10/23),  p=1)  did  not  differ 
between the two treatment groups.   All patients who died during admission received a type 
and  dose  of  antibiotic  that  should  have  adequately  covered  the  pneumococcal  infection 
involved. In only one case autopsy was performed which pointed at a myocardial infarction as 
the cause of death. In one other case, myocardial infarction was the most probable cause of 
death. In 16% of deaths, the cause of death was described to be due to respiratory failure or  
Figure  1.  Main  cohort 
characteristics.  Pie  charts 
illustrating  the  distribution  of 
clinical  syndromes  (panel  a), 
the  overall  rate  of  antibiotic 
streamlining (panel b), and the 
overall  in‐hospital  mortality 
rate (panel c). 
EFFECT OF STREAMLINING ON MORTALITY 
85 
6	
 
 
septic  shock  as  a  consequence of  the primary diagnosis  and  in  the  remainder no  cause of 
death was reported. 
 
Factors involved in the decision to streamline antibiotics 
The maximum  variance  inflation  factor  for  covariates  in  the  logistic  regression model was 
1.729,  indicating  that  they were not highly  correlated with each other. Streamlining  to MP 
after BCP was performed  relatively  less  frequently  among patients with  cancer, COPD  and 
those who had an unknown focus of infection. Odd ratios and 95% confidence intervals (95% 
CI) are presented in Table 2. However, these three independent predictors together explained 
little (Nagelkerke R2=7.9%) of the variance in the decision to streamline antibiotics. 
 
Table 2. Odds ratio for not streamlining by its independent determinants. 
  Odds ratio (95% CI)  p‐value 
Cancer (yes vs. no)  1.99 (1.11‐3.60)  0.021 
COPD (yes vs. no)  1.88 (1.07‐3.30)  0.030 
Unknown focus of infection (yes vs. no)  4.85 (1.13‐14.89)  0.027 
95%  CI:  95%  confidence  interval.  Variables  entered  in  the  multivariate  logistic  regression  analysis: 
Cancer, COPD, unknown focus of infection, Charlson Comorbidity Score, atypical coverage empirically. 
 
Antibiotic streamlining as determinant of mortality 
When  considering  all  pneumococcal  bacteraemia  cases,  potential  confounders  for  the 
association  between  streamlining  and  in‐hospital mortality were  the  Charlson  Comorbidity 
Score and having cancer, COPD or an unknown focus of infection. After adjustment for these 
potential  confounders  the  odds  ratio  for  in‐hospital mortality was  0.45  (95%CI:  0.18‐1.11, 
Figure 2. Unadjusted in‐hospital 
mortality  rates  in  patients with 
and  without  antibiotic 
streamlining.  In‐hospital 
mortality rates are displayed for 
all  cases  combined  and  for 
clinical syndromes separately. 
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p=0.082) when antibiotic treatment was streamlined. Based on the in‐hospital mortality rate 
of 15.4%  for patients whose antibiotics were not streamlined  to MP after BCP,  the  relative 
risk of death upon streamlining was 0.49 (Table 3). A true independent confounder had been 
the Charlson Comorbidity Score (OR=1.38, p=0.003). 
 
Table  3.  Odds  ratio  and  relative  risk  for  in‐hospital mortality with  streamlining,  including 
adjustment for potential confounders 
  Before adjustment  After adjustment 
  Odds ratio (95% CI)  p  Odds ratio (95% CI)  p  RR 
Streamlining in all cases 
(yes vs. no)a  0.37 (0.16‐0.86)  0.021  0.45 (0.18‐1.11)  0.082  0.49 
Streamlining in pneumonia 
cases (yes vs. no)b  0.41 (0.15‐1.09)  0.074  0.35 (0.12‐0.99)  0.048  0.38 
95% CI: 95% confidence interval; RR: relative risk. 
aPotential confounders adjusted for in all cases: cancer, COPD, unknown focus of infection, Charlson 
Comorbidity Score, atypical coverage empirically, propensity score for receiving streamlining. 
bPotential confounders adjusted for in pneumonia cases: COPD, year of hospitalisation, treated in 
hospital A, monotherapy empirically, exclusively beta‐lactam antibiotics empirically, atypical coverage 
empirically, propensity score for receiving streamlining. 
 
In  the  group  of  bacteraemic  pneumococcal  pneumonia  cases,  potential  confounders 
identified were the presence of COPD, the year and hospital of admission, and the following 
empirical antibiotic  regimes: monotherapy, exclusively beta‐lactam antibiotics and coverage 
of atypical pathogens. After adjustment for these potential confounders the odds ratio for in‐
hospital  mortality  was  0.35  (95%CI:  0.12‐0.99,  p=0.048)  upon  streamlining  of  antibiotics. 
Based on  the  in‐hospital mortality  rate of 12.5%  for pneumonia patients whose antibiotics 
were not streamlined to MP after BCP, the relative risk of death upon streamlining was 0.38 
for pneumonia patients. A true  independent confounder had been the predicted probability 
for receiving streamlining (OR=2515, p=0.037). 
 
After addition of mechanical ventilation as determinant of death  in all cases, the odds ratio 
for in‐hospital mortality with streamlining reached 0.55 (p=0.242) (Table 4). The odds ratio for 
in‐hospital  mortality  with  streamlining  in  pneumonia  cases  reached  0.39  (p=0.130)  after 
addition of the PSI risk class as determinant of death. 
 
Table 4. Odds  ratio  and  relative  risk  for  in‐hospital mortality with  streamlining,  relative  to 
typically strong determinants of death. 
  Odds ratio (95% CI)  p‐value  RR 
Streamlining in all cases (yes vs. no) 
Determinant added to model: mechanical ventilation 
0.55 (0.20‐1.51)  0.242  0.59 
Streamlining in pneumonia cases (yes vs. no) 
Determinant added to model: PSI risk class 
0.39 (0.12‐1.32)  0.130  0.42 
95% CI: 95% confidence interval; RR: relative risk; PSI: pneumonia severity index. 
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Discussion 
Irrespective  of  patient  characteristics,  severity  of  disease  or  empirical  antibiotic  regimen, 
streamlining to monotherapy with a penicillin after blood culture positivity was not associated 
with  an  increased  risk  of  mortality  in  pneumococcal  bacteraemia.  In  fact,  antibiotic 
streamlining  in  pneumonia  cases was  associated with  a  decreased  risk  of mortality.  These 
observations suggest that streamlining of broad spectrum antibiotics to monotherapy with a 
penicillin  is  not  detrimental  to  the  outcome  of  patients  with  a  blood  culture  proven 
pneumococcal infection. 
 
Our  retrospective  study  design  has  certain methodological  limitations.  Patients  of which  a 
clearly reported initial antibiotic treatment regime was lacking (17%) were excluded from the 
analysis and  may have introduced a selection bias. In addition, it is important to realize that 
subsequently  only  those  cases  eligible  for  streamlining were  selected:  not  included  in  the 
analyses were  those who empirically  received MP  (n=59)  and  those who died early during 
hospitalisation  while  the  timing  of  reported  blood  culture  results  was  uncertain  (n=15). 
Because  it  is unsure over what period and via which mechanisms different antibiotics may 
exert  their  effects,  all‐cause  in‐hospital  mortality  was  selected  as  outcome  measure. 
Importantly, this study was performed in an area with a low penicillin resistance rate (<3% at 
least  up  to  200821)  and  with  regard  to MIC’s,  streamlining  to  one  of  the  penicillins  was 
possible  in  all  of  the  selected  cases.  An  extensive  search  for  possible  confounders  of  the 
relation between antibiotic  streamlining and mortality was performed, and adjusted  for by 
multivariate  regression  analyses.  Also  treatment  restrictions were  accounted  for.  For  five 
patients who died it was agreed at admission that they would not be admitted to ICU and/or 
receive  mechanical  ventilation.  In  another  14  patients  treatment  was  discontinued,  yet 
always  in the prospect of presumed  inevitable death. Relative to the number of deaths, the 
proportion of patients with such treatment restrictions was equal  in both treatment groups. 
Unmeasured aspects of effective antibiotic use that may have  influenced mortality rates are 
time to first dose of antibiotics, dosage interval and administration route, although these are 
unlikely to be related to streamlining. Still, there may be relevant confounders that were not 
accounted for by this study. For example,  it was often unknown when exactly blood culture 
results were reported and whether subsequent streamlining was performed timely.  
 
Streamlining to MP after BCP was performed in 45.8% of eligible pneumococcal bacteraemia 
cases, which  is  comparable  to  the 40.7%  reported  in a  Japanese  study.11 Within our  study, 
streamlining was  applied  in  cases  covering  the whole  spectrum  of  patient  characteristics, 
comorbidities,  severities  of  disease  and  treatment  settings. However,  no  streamlining was 
more frequently observed among patients with cancer, COPD and those who had an unknown 
focus of infection. Importantly, the decision of not streamlining the antibiotic therapy to MP 
after BCP was explained only marginally by the three independent predictors identified. This 
suggests that decisions in streamlining antibiotic therapy were mainly based on factors other 
than determinants accounted for in this study. Indeed it has been shown that the physicians’ 
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attitude of “never change a winning team” and organizational issues could also be important 
barriers for streamlining antibiotic therapy in community acquired pneumonia (CAP).22 
To  the best of our knowledge  this  is  the  first study  that addresses  the association between 
streamlining antibiotics in bacteraemic pneumococcal infections and mortality. A significantly 
lower in‐hospital mortality rate was observed in the group of patients whose antibiotics were 
streamlined to MP after BCP. After correction for various potential confounders, and taken all 
pneumococcal  bacteraemia  cases  together,  the  odds  ratio  for  death  when  therapy  was 
streamlined  was  0.45,  but  not  significant  anymore.  Remarkably,  among  the  subset  of 
bacteraemic pneumococcal pneumonia cases, adjustment for potential confounders revealed 
a significantly lower risk of death when antibiotic treatment was streamlined. 
Correspondingly,  in  a  prospective  randomized  study  in  CAP  patients,  pathogen  directed 
treatment  was  shown  to  be  at  least  as  effective  as  empirical  broad  spectrum  antibiotic 
treatment, while  observing  a  7%  lower mortality  rate  in  the  pathogen  directed  treatment 
group  (p=0.07).23  In  this  study  pathogen  directed  treatment  was  defined  by  treatment 
directed  at  the  pathogen  that was  suspected  from  clinical  presentation,  and was  initiated 
immediately at admission. Although our study  involved exclusively pneumococcal  infections 
and  streamlining of  antibiotics  from  empirical  broad  spectrum  to MP was  based on  blood 
culture  positivity,  we  also  found  a  7%  lower mortality  rate  after  streamlining  therapy  in 
pneumococcal pneumonia cases. Moreover, this reduced mortality rate was  significant after 
correction for potential confounders. 
Some  studies  suggest  that double empirical  therapy during  the  first 2 days of admission  is 
beneficial  to  survival  in  severe  pneumococcal  bacteraemia  cases13,14  just  like  empirical 
coverage  of  atypical  pathogens  in  CAP  cases.24  Interestingly,  in  our  study  the  empirical 
treatment  regimens  (monotherapy  versus  combination  therapy  and  regimens  with  and 
without coverage of atypical pathogens) were not associated with mortality  (p‐values > 0.8, 
data not shown). Admittedly, we studied a smaller population and selected cases eligible for 
streamlining which may   affect empirical treatment comparisons.  In addition, our study was 
not designed for a sub‐analysis of more severe cases shown necessary in the previous studies 
to detect empirical treatment effects. On the other hand, the relatively high streamlining rate 
in our study may have overshadowed empirical treatment effects. In conclusion,  our results 
suggest that in our pneumococcal bacteraemia population streamlining was more relevant to 
survival  than  the  choice  of  the  empirical  treatment  regimen.  Although  the  proportion  of 
pneumococcal bacteraemia  cases eligible  for  streamlining may differ between populations, 
streamlining is still desirable in these patients. 
 
Mechanisms  that  may  explain  the  observed  difference  in  mortality  between  the  two 
treatment  groups  could entail  adequacy of pneumococcal  coverage,  antibiotic  side effects, 
changes in the composition of the microbial flora or altered immunological responses to the 
pneumococcal  infection  involved. However,  it  is  good  to  realize  that when  typically major 
predictors  of  death  are  added  to  the  model,  the  contributory  effect  of  streamlining  on 
survival decreases. Therefore,  if  streamlining  is at all  favourable  to outcome  in pneumonia 
cases,  it would only be  a  small  contributor.  Still, no worse outcomes were observed upon 
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streamlining in pneumococcal bacteraemia cases. This implies that streamlining would be safe 
at least. 
In  short,  data  from  this  study  strongly  suggest  that  streamlining  to monotherapy  with  a 
penicillin  is safe  in bacteraemic pneumococcal  infections. There are still unresolved  issues  in 
the  reasons  why  streamlining  was  performed  or  not  performed  which  are  important  to 
further  optimize  antibiotic  use  in  hospitals.  Further  research  on  the  positive  effects  of 
antibiotic  streamlining  in  other  infectious  diseases  could  have  a  major  impact  on  both 
bacterial resistance as well as patient outcome.  
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Abstract 
Background 
Detection  of  pneumococcal  DNA  in  blood  could  be  a  fast  alternative  for  blood  culture  in 
invasive pneumococcal disease  (IPD).  In this study we compared the diagnostic value of the 
serum  pneumococcal  DNA  load  between  different  clinical  syndromes  in  adults  with 
bacteremic pneumococcal infections, also after initiation of antibiotic treatment. 
 
Methods 
Adults hospitalized with a blood culture proven pneumococcal  infection between December 
2008  and  June  2013  were  retrospectively  included.  Pneumococcal  DNA  loads  in 
corresponding serum samples were determined by qPCR. Data on clinical diagnosis, course of 
disease and antibiotic treatment were extracted from medical charts. 
 
Results 
For 53  IPD  cases eligible  stored  serum  samples were  retrieved. The proportion of  samples 
positive  in  qPCR  was  lower  in  uncomplicated  pneumonia  compared  with  other  clinical 
syndromes (59.5% vs. 100%, p=0.005). The pneumococcal DNA load was higher in cases other 
than uncomplicated pneumonia (p=0.043) as well as  in more severe disease (p‐values 0.018, 
0.029  and  0.003  for  PSI  Risk  Class  IV/V,  ICU  admission  and mortality,  respectively).  Both 
detection of pneumococcal DNA and distribution of load did not significantly change over the 
first days of hospitalization despite treatment with appropriate antibiotics. 
 
Conclusion 
Detection of pneumococcal DNA in serum was more sensitive in clinical syndromes other than 
uncomplicated pneumonia.  Furthermore,  the pneumococcal DNA  load was  associated with 
the  type of  IPD  and  severity of disease.  Since  the  serum pneumococcal DNA  load  seemed 
unaffected by antibiotic treatment during the first days of IPD, it may offer an alternative for 
culture methods after prior antibiotic use. 
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Background 
Rapid microbial diagnosis of bacteremic pneumococcal  infections enables early streamlining 
of  broad  spectrum  antibiotics  towards  pathogen  directed  therapy.  Early  streamlining  of 
antibiotic therapy contributes to a reduction of the antibiotic pressure  in general and  limits 
the selection put on the microbial flora of the patient involved. Identification of Streptococcus 
pneumoniae by blood culture ‐the gold standard for bacteremic disease‐ generally takes one 
to six days.1  In community acquired pneumonia  (CAP)  it has been  investigated whether  the 
detection  of  pneumococcal  DNA  in  a  blood  sample  could  be  a  faster  alternative  for  the 
current  gold  standard.  To  replace  the  gold  standard  pneumococcal  DNA  detection  should 
probably  be  at  least  as  sensitive  as  blood  culture.  However,  several  studies  on  CAP  have 
reported  that detection of pneumococcal DNA  in blood yet  reaches a  sensitivity of 40‐91% 
compared with blood culture  in children2,3 and 61‐92%  in adults.2,4‐7 Besides uncomplicated 
pneumonia,  S.  pneumoniae  can  also  cause  other  clinical  syndromes  like  pleural  empyema, 
meningitis,  peritonitis,  endocarditis  and  arthritis  and  sometimes  the  focus  of  infection  is 
unknown.  Although  in  bacteremic  pneumococcal  infections  other  than  CAP  early 
identification of S. pneumoniae  is  just as  important, the performance of pneumococcal DNA 
detection  in blood has not been  investigated for these clinical syndromes. In addition, when 
pneumococcal  DNA  is  detected  in  a  blood  sample  of  CAP  patients,  the  load  varies 
substantially and appears to be associated with the severity of disease.4,7  It  is also unknown 
how  the  pneumococcal  DNA  load  in  patients with  pneumonia  compares  to  other  clinical 
syndromes and whether its determination may be of clinical value. Furthermore, irrespective 
of  clinical  diagnosis,  a  major  drawback  of  culture  methods  is  their  low  sensitivity  when 
antibiotics  are  administered prior  to  sample  collection.  Evidently,  there  is  a need  to  study 
whether  detection  of  pneumococcal  DNA  in  a  blood  sample  is  influenced  by  previous 
antibiotics use. 
In  this study we compared  the pneumococcal DNA  load  in serum between different clinical 
syndromes  during  the  first  days  of  hospitalization  in  adults  with  a  blood  culture  proven 
pneumococcal infection.  
 
Methods 
Study population 
Adults hospitalized with a blood culture proven pneumococcal  infection between December 
2008 and June 2013 to a Dutch hospital were retrospectively included in the study. Two sets 
of blood cultures, consisting of one aerobic (Bactec Plus Aerobic/F) and one anaerobic (Bactec 
Plus Anaerobic/F) bottle each,  for adult patients were collected and  introduced  into Bactec 
9240 automated blood culture system  (Becton Dickinson, Cockeysville, MD, U.S.A.). Positive 
vials  were  Gram  stained  and  subcultured.  Streptococcus  pneumoniae  presumptive 
identification  was  routinely  performed  by  microscopic  and  macroscopic  morphology, 
optochin disk susceptibility and bile solubility testing by dissolution of colonies in 2% sodium 
deoxycholate  (Merck,  Darmstadt,  Germany).  Those  patients  from  whom  a  stored  serum 
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sample was available collected during the first four days of hospitalization were selected for 
further analysis. 
 
Clinical parameters 
The  following  clinical  data were  extracted  from  hospital medical  records:  age,  gender  and 
clinical diagnosis. Pneumonia without pleural empyema was denominated as uncomplicated 
pneumonia.  For  pneumonia  cases  also  the  Pneumonia  Severity  Index  (PSI)  score8  was 
collected. An adequate PSI score was defined to be based on ≥ 16/20 patient characteristics. 
In addition, admission to an intensive care unit (ICU) and in‐hospital mortality were recorded. 
Finally,  pneumococcal  antibiotic  resistance  patterns  in  minimum  inhibitory  concentration 
(MIC) values and the type of antibiotic treatment were collected for every patient. 
 
Serum samples and DNA extraction 
All  serum  samples were  derived  from  blood  collected  in  serum  tubes  (Vacutainer,  Becton 
Dickinson).  The  tubes  were  inverted  five  times,  clotted  upright  for  ≥  60  minutes  and 
subsequently centrifuged for 10 minutes at ≤ 1300 x g at room temperature. The serum was 
transferred to cryotubes and stored at ‐40°C until further use. Total DNA was extracted from 
200 μl of thawed serum using the MagNA Pure 96  Instrument and the MagNA Pure 96 DNA 
and Viral NA Small Volume Kit (both Roche Diagnostics, Almere, The Netherlands). Extracted 
DNA was eluted in 100 μl elution buffer, which was stored at ‐20°C until further use. 
 
Determination of pneumococcal DNA load 
The quantitative detection of pneumococcal DNA was performed by partial amplification of 
the  autolysin‐A  (lytA)  gene  in  a  quantitative  PCR  (qPCR).  The  following  primer  and  probe 
sequences were applied: forward primer 5’‐ ACGCAATCTAGCAGATGAAGCA‐3’; reverse primer 
5’‐ TCGTGCGTTTTAATTCCAGCT‐3’; probe 5’‐(FAM)‐GCCGAAAACGCTTGATACAGGGAG‐(BHQ1)‐
3’  as  previously  published  by  Carvalho  et  al.9)  The  25  μl  PCR mix  contained  1×  TaqMan® 
Universal  PCR  Master  Mix  (Life  Technologies,  Grand  Island,  NY,  U.S.A.),  0.2  μM  of  each 
primer, 0.2 μM probe and 8 μl of the extracted DNA. Thermal cycling was performed  in the 
Applied Biosystems® 7500 Fast Dx qPCR  Instrument with  the  following cycling conditions: 2 
min  50°C,  10 min  95°C  and  50  cycles  of  15  sec  95°C  and  1 min  60°C.  To  enable  absolute 
quantification of the pneumococcal DNA  load  in the sample eluates, a qPCR standard curve 
was constructed. This  standard  curve  consisted of DNA extracted with  the MagNA Pure 96 
System from a dilution series of S. pneumoniae (strain TIGR4, ATCC® BAA‐334) spiked in fresh 
human serum. The serum for the standard curve was collected from a healthy volunteer after 
informed  consent was obtained. The amount of pneumococci  spiked  in  the  standard  curve 
was determined by colony  forming unit  (CFU) count after 24h of culture on Columbia agar 
plates with 5% sheep blood ( Beckton Dickinson BV,Breda, the Netherlands) at 37°C and 5% 
CO2. The standard curve ranged from 107 to 10‐2 CFUs S. pneumoniae per 200 μl serum, using 
2‐fold dilutions to determine the lower limit of detection (LLOD). The pneumococcal DNA load 
in the patient samples was determined by inference of their Cq‐values on the standard curve. 
The LLOD of the method was set at the largest dilution of the standard curve with a detection 
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rate of  ≥ 50% which  still  resulted  in an  increase  in Cq‐value  that  followed  the exponential 
slope  of  the  standard  curve.  A  serum  sample  was  considered  positive  if  one  of  the  two 
duplicates yielded a qPCR signal below the LLOD Cq‐value. 
 
Statistical analysis 
Differences  in pneumococcal DNA detection and severity of disease were statistically tested 
by a Chi‐square test (Fisher’s exact test if < 10 cases in a cell). The pneumococcal DNA load in 
qPCR  positive  samples  was  not  normally  distributed  (Shapiro‐Wilk  test  p<0.00000001). 
Therefore, differences  in  its distribution between clinical categories were statistically tested 
by  a Mann‐Whitney  U  test  in  case  of  two  categories  or  a  Kruskal‐Wallis  test  if multiple 
categories are compared. For all analyses, the significance level was set at 0.05. 
 
Results 
Study population 
A total of 213 adults with a blood culture proven pneumococcal infection were included. For 
53 (24.9%) an appropriate serum sample was available which made them eligible for further 
analysis. Among these eligible patients 49.1% were males and the median age  (IQR) was 64 
(52‐76)  years.  The  clinical  diagnoses  included  41  pneumonia  cases  of  which  four  were 
complicated with pleural empyema,  four meningitis cases, one patient with peritonitis, one 
with  combined  arthritis  and  endocarditis  and  four  patients  had  an  unknown  focus  of 
infection. For two patients the clinical diagnosis could not be retrieved. 
 
Table  1.  Pneumococcal DNA  detection  by  clinical  syndrome  in  patients with  a  bacteremic 
pneumococcal infection 
Clinical syndrome  Number of cases qPCR positive / 
number of cases tested (%) 
Uncomplicated pneumonia  22/37 (59.5) 
Others  14/14 (100) 
Pneumonia with pleural empyema  4/4 (100) 
Meningitis  4/4 (100) 
Peritonitis  1/1 (100) 
Arthritis/Endocarditis  1/1 (100) 
Unknown focus of infection  4/4 (100) 
Not retrieved  0/2 (0) 
 
Pneumococcal DNA load and clinical syndrome 
The LLOD of the described qPCR method for detecting S. pneumoniae in serum was 2 CFUs S. 
pneumoniae  per  200  µl  serum.  Out  of  53  samples  tested,  36  (67.9%)  were  positive  in 
pneumococcal qPCR. The proportion of  samples positive  in qPCR was  significantly  lower  in 
uncomplicated  pneumonia  cases,  compared  with  the  other  clinical  syndromes  (59.5%  vs. 
100%,  p=0.0045)  (Table  1).  The  pneumococcal  DNA  load  in  qPCR  positive  samples  varied 
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among different clinical diagnoses (p=0.041) (Figure 1). A higher pneumococcal DNA load was 
observed  in non‐uncomplicated pneumonia  cases  (pleural empyema, meningitis, peritonitis 
and  arthritis)  compared  with  uncomplicated  pneumonia  (median  585  vs.  30  CFUs  S. 
pneumoniae  /  200  μl  serum,  p=0.043)  or  compared  with  an  unknown  focus  of  infection 
(median 585 vs. 25 CFUs S. pneumoniae  / 200  μl  serum, p=0.014). The pneumococcal DNA 
load did not differ between patients with an unknown focus of  infection and uncomplicated 
pneumonia (p=0.5). 
 
 
Figure 1. Pneumococcal DNA  load and clinical  syndrome  in patients with a bacteremic pneumococcal 
infection.  Short  horizontal  lines:  median  values;  dotted  line:  detection  limit;  *:  p<0.05.  The 
pneumococcal DNA load in qPCR positive samples varied between different clinical syndromes. 
 
Pneumococcal DNA load and severity of disease 
The  proportion  of  samples  positive  in  qPCR  was  not  associated  with  PSI  risk  class,  ICU 
admission or in‐hospital mortality (p=1 for all three). Patients with a pneumococcal DNA load 
≥ 100 CFUs S. pneumoniae / 200 µl serum were more often associated with a high PSI Risk 
Class, ICU admission and in‐hospital mortality (p‐values 0.018, 0.029 and 0.003, respectively) 
(Figure 2). 
 
Pneumococcal DNA load and day of hospitalization 
For all patients from whom a serum sample was collected later than the day of admission, the 
type of antibiotics administered covered the pneumococcal strain involved with regard to MIC  
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Figure 2. Proportion of patients with more  severe disease  in  those with a  low or high pneumococcal 
DNA load in qPCR positive patients with a bacteremic pneumococcal infection. PSI: pneumonia severity 
index; ICU: intensive care unit; *: p<0.05; **: p<0.01. Patients with a high pneumococcal DNA load were 
more prone to have a PSI risk class of IV/V (panel A), to be admitted to ICU (panel B) and to die during 
hospitalization (panel C). 
 
values. The proportion of  samples positive  in qPCR did not differ  significantly between  the 
first two days of hospitalization (21/31 on day 1 and 10/18 on day 2, p=0.54) (Figure 3). Also 
the distribution of the pneumococcal DNA load in qPCR positive samples did not change over 
the first two days of hospitalization (p=0.43). 
 
 
Figure 3. Pneumococcal DNA load by day of hospitalization in patients with a bacteremic pneumococcal 
infection. Dotted line: detection limit. The proportion of samples positive in qPCR and the distribution of 
the pneumococcal DNA load did not change over the first two days of hospitalization. 
 
Discussion 
We observed  that  the sensitivity of pneumococcal DNA detection  in serum as compared  to 
blood culture was higher  in syndromes other than uncomplicated pneumonia among adults 
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with a blood culture proven pneumococcal infection. In addition, the pneumococcal DNA load 
was higher in those syndromes other than uncomplicated pneumonia or an unknown focus of 
infection.  In all clinical presentations a high pneumococcal DNA  load was associated with a 
more severe course of disease  (high PSI  risk class,  ICU admission and  in‐hospital mortality). 
Furthermore,  the pneumococcal DNA  load  in serum did not change during  the  first days of 
hospitalization, despite appropriate antibiotics had been administered. 
 
The current study confirms that in bacteremic pneumococcal pneumonia cases the sensitivity 
of pneumococcal DNA detection  is not 100% compared with blood culture.2,4‐7  In our study 
the  DNA  detection  rate  of  59.5%  in  bacteremic  pneumonia  cases  was  very  similar  to  a 
previous  study  by Wolter  et  al.7  (60.9%),  but  low  compared with  a  study  by  Rello  et  al.10 
(85.3%). These differences  in sensitivity may well be explained by  the different amounts of 
template applied in the pneumococcal qPCR. Whereas we used a template volume equivalent 
to 16 µl of serum, the equivalents applied in the two previous studies were respectively 5 µl 
and 420 µl of whole blood. Despite a  relatively  small  sample  volume, our  study  confirmed 
their observations made in CAP that a high pneumococcal DNA load is associated with a more 
severe course of disease, also when clinical syndromes other than pneumonia are taken into 
consideration.  Our  final  observation  that  pneumococcal  DNA  detection  in  serum  seemed 
unaffected by antibiotic treatment is consistent with results from a murine model reported by 
Rouphael  et al.11 Whereas  antibiotic  treatment was detrimental  to  the  sensitivity of blood 
culture in mice already within 2‐6 hours after its administration, pneumococcal DNA was still 
detectable in blood. The three serum samples collected at day 4 of hospitalization that were 
all positive  in qPCR were derived  from cases of pleural empyema, meningitis and unknown 
focus of  infection and  showed  relatively high pneumococcal DNA  loads, although  type and 
dose  of  antibiotics  administered  should  have  adequately  covered  the  infection  involved. 
Concerning uncomplicated pneumonia cases, we observed that antibiotic treatment did not 
influence  sensitivity  and  load of pneumococcal DNA detection during  the  first  two days of 
hospitalization. 
 
The high pneumococcal DNA loads that were observed in adult cases of pleural empyema and 
also  parapneumonic  pleural  effusion  (data  not  shown)  concur  with  previous  studies 
performed on blood samples from children suffering from pneumococcal pneumonia.3,12 The 
observation  of  high  serum  pneumococcal  DNA  loads  in  cases  other  than    uncomplicated 
pneumonia could be explained in several ways. A high load of pneumococci in the circulation 
may  be  indicative  for  failure  of  pneumococcal  clearance  from  the  blood,  and may  be  a 
prerequisite for  infection of more remote sites compared to the alveoli of the  lungs. On the 
other  hand,  infection  of  more  invasive  sites  may  be  a  ‐difficult  to  combat‐  source  of 
continuous shedding of pneumococci into the bloodstream. The latter would be supported by 
our observation that deep infection sites are associated with continuously high pneumococcal 
DNA loads up to four days after the start of antibiotic treatment. 
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In  this  study we  focused on patients with  a blood  culture proven pneumococcal  infection, 
leaving out  those with S. pneumoniae exclusively  identified  in  for example cerebrospinal or 
pleural  fluids.  In blood culture negative cases,  the diagnostic value of serum pneumococcal 
DNA detection may be  lower  than what we observed  in bacteremic cases. Another  issue  is 
that the exact timing of first administration of antibiotics was unknown. However, according 
to the hospital’s policy ‐supported by recommendations from previous studies13,14‐ antibiotics 
were  administered  within  two  hours  after  admission  in  case  of  a  presumed  infection. 
Therefore, we  are  confident  that  patients  received  antibiotics within  the  first  day  of  their 
admission. An important asset of this study is the high number of pneumococcal bacteremia 
cases with eligible serum samples of dispersed collection moments that allowed comparison 
between  clinical  syndromes  and  longitudinal  evaluation  of  the  pneumococcal  DNA  load. 
Although the number of cases per clinical syndrome was small, it still allowed identification of 
significant  differences  in  pneumococcal  detection  and  load  among  them.  Furthermore, 
instead of using purified pneumococcal DNA as a standard, the pneumococcal DNA load was 
determined by  inference of qPCR  results  to a  standard  curve prepared with  spiked human 
serum which is closer to the actual patient material involved.  
 
In contrast to the etiology of uncomplicated pneumonia being determined by blood culture, 
the  current  gold  standard  for diagnosis of bacterial empyema, meningitis  and  arthritis  is  a 
positive culture of samples collected  from  the specific site of  infection. However, given  the 
high  specificity  of  pneumococcal  qPCR  on  blood15‐17,  our  study  indicates  that  DNA‐based 
pneumococcal detection  in  serum provides a meaningful addition  to culture of  site  specific 
materials. 
 
In conclusion, our results based on patients with bacteremic pneumococcal infections suggest 
that early  testing of  the pneumococcal DNA  load  in  serum  is particularly  sensitive  in  cases 
other  than  uncomplicated  pneumonia.  Furthermore,  the  additive  value  of  DNA‐based 
diagnosis compared to blood culture  is threefold:  it could advance the moment of antibiotic 
streamlining, predict the severity and course of disease and  identify those cases of  IPD who 
already received antibiotics. 
 
Further prospective studies that involve longitudinal sampling within patients are expected to 
further  elucidate  the  role  of  the  bacterial  load  in  the  course  of  different  pneumococcal 
infections,  and  more  accurately  determine  its  usefulness  in  microbial  diagnostics  among 
patients who already  received antibiotics prior  to blood  culture  collection. Also  the  clinical 
value  of  the  serum  pneumococcal  DNA  load  (e.g.  reduction  of  non‐pathogen‐targeted 
treatment and adverse outcomes) remains to be evaluated for different presentations of IPD. 
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Abstract 
Various  proof‐of‐concept  studies  have  shown  the  potential  of  biosensors  with  a  high 
multiplex detection capability  for  the readout of DNA microarrays  in a  lab‐on‐a‐chip. This  is 
particularly  interesting  for  the development of point‐of‐care genotyping  tests,  to screen  for 
multiple pathogens and/or antibiotic resistance patterns.  In this paper, an assay workflow  is 
presented,  suited  for  the  development  of  novel  lab‐on‐a‐chips  with  an  integrated  DNA 
microarray.  Besides  the  description  of  the  different  assay  steps  (DNA  purification, 
amplification and detection), a control strategy  is presented according to recommendations 
of  the  US  Food  and  Drug  Administration  (FDA).  To  use  a  lab‐on‐a‐chip  for  diagnostic 
applications, the optimization and evaluation of the assay performance with clinical samples 
is very  important. Therefore, appropriate quantification methods are described, which allow 
optimization and evaluation of the separate assay steps, as well as total assay performance. In 
order  to  demonstrate  and  evaluate  the  total  workflow,  blood  samples  spiked  with  S. 
pneumoniae were  tested. All blood samples with ≥103 CFU S. pneumoniae per ml of human 
blood were successfully detected by this genotyping assay. 
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Background 
In  recent years various proof‐of‐concept  studies have been published on biosensors with a 
high multiplex detection capability, ideally suited for DNA microarray integrated in a lab‐on‐a‐
chip.1 The advantage of a DNA microarray  integrated  in a  lab‐on‐a‐chip  is that the different 
assay steps,  i.e. DNA hybridization and subsequent washing steps can be performed  in flow‐
through  by  an  automated  microfluidic  handling  system.  Moreover,  due  to  the  reduced 
diffusion  time  of  hybridization  in  flow‐through,  the  assay  time  can  be  drastically  reduced 
compared to traditional DNA microarrays.2,3 The decreased assay time in combination with an 
automated microfluidic handling system makes the  integrated DNA microarrays  in  lab‐on‐a‐
chip tests suitable  for point‐of‐care diagnostic applications. This  is particularly  interesting  in 
situations that require a high amount of multiplexing, like for example genotyping tests. There 
are  lab‐on‐a‐chip  genotyping  assays  available  that  apply  qPCR  (e.g.  GeneXpert  (Cepheid), 
FilmArray  (BioFire), etc). However,  the multiplex capacity of  these current qPCRs on chip  is 
limited  to  +  20‐plex.  Some  applications,  such  as  screening  for multiple  pathogens  and/or 
antibiotic resistance patterns require more than a 20‐plex assay. Therefore, the high multiplex 
capacity of DNA microarrays makes  it  very  interesting  to  implement  them  in point‐of‐care 
genotyping  assays  (e.g. Verigene  (Nanosphere)). To obtain  such  a point‐of‐care  genotyping 
assay, not only a DNA microarray, but also all sample preparation steps, like DNA purification 
and DNA amplification should be  integrated  in a single  lab‐on‐a‐chip test. Moreover, to use 
lab‐on‐a‐chip tests for diagnostic purposes, approval by the US Food and Drug Administration 
(FDA) is required. An important requirement of the FDA is the incorporation of proper assay 
controls, to confirm the validity of the results towards the user. To define a control strategy 
according to the requirements of the FDA, Guidance Documents for nucleic acid based in‐vitro 
diagnostic devices are made available by the FDA.4  
To show how a DNA microarray can be integrated in a point‐of‐care genotyping test an assay 
workflow was designed  in  this study  in such a way  that  the complete assay workflow  from 
sample  preparation  until  hybridization  is  easily  translatable  to  a microfluidic  point‐of‐care 
system. As  an  application  case,  the  detection  of  pathogens  in  blood  stream  infection was 
chosen. The rapid and accurate detection of blood stream  infections  is crucial to guide early 
targeted  treatment.  Empirical  broad  antibiotic  treatment  induces  the  development  of 
antimicrobial  resistance, whereas  a microbial  diagnosis would  enable  targeted  treatment. 
Unfortunately, results from a 20 ml blood culture (the current gold standard for bloodstream 
infections) can only be obtained after 1 to 6 days.5  In such an application, a genotyping  lab‐
on‐a‐chip assay has the potential to significantly reduce the required blood volume and the 
assay  time. Therefore,  in  this study,  the detection of biologically  relevant concentrations of 
pathogen specific DNA in human whole blood is chosen as the application case. As target, the 
pathogen  S.  pneumoniae  was  selected,  because  of  its  clinical  relevance  in  blood  stream 
infections.  To  demonstrate  the workflow  and  control  strategy,  spiked  blood  samples were 
tested. In addition, the performances of the individual steps in the genotyping assay as well as 
the performance of the total assay were evaluated. 
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Methods 
Figure 1 shows the workflow for the genotyping assay. In brief, this workflow consists of three 
main assay steps:  the DNA purification step to extract pathogenic DNA from the samples, the 
DNA amplification step to multiply the target specific DNA, and the DNA hybridization step to 
detect  the  amount  of  amplified  target  DNA.  Besides  these  three  main  assay  steps,  two 
intermediate  steps  are  included  to  obtain  an  integrated  assay,  namely  a metering  step  to 
insert only a proportion of  the eluate  into  the PCR chamber  (5% of  the PCR volume) and a 
pre‐hybridization  step  to  convert  the  dsDNA  produced  in  the DNA  amplification  step  into 
ssDNA  before  entering  the  hybridization  step.  To  demonstrate  the  performance  of  this 
genotyping  assay  workflow,  spiked  human  blood  samples  were  used:  1 ml  human  blood 
samples were spiked with a tenfold dilution series of the target pathogen S. pneumoniae (106 
to  101  CFUs).  In  addition,  these  human  blood  samples  were  spiked  with  a  constant 
concentration  of  PIC  B.  subtilis  (103  CFUs).  After  each  main  assay  step  the  output  was 
quantified to test the performance of the different assay steps. 
 
 
Figure  1. Genotyping  assay workflow  including  internal  controls.  The  lower  boxes  indicate  the  assay 
specifications used. 
 
Materials 
The  human  blood  samples  were  obtained  from  healthy  adult  volunteers  after  obtaining 
written informed consent. The bacterial strains used were S. pneumoniae TIGR4 (ATCC® BAA‐
334),  B.  subtilis  subsp.  spizizenii  (ATCC®  6633)  and  S.  oralis  (ATCC®  35037).  For  the  DNA 
purification the QIAamp DNA Blood Midi Kit (cat.no. 51183  , Qiagen) was used. The primers 
and  capture  probes  for  the  hybridization  assay  were  custom  made  at  Integrated  DNA 
technologies.  The  lambda  exonuclease,  Phusion®  High  Fidelity  PCR master mix  and  Gene 
Frame®  were  purchased  from  Thermo  Scientific.  The  reagents  to  prepare  the  different 
buffers; 10 % Dodecyl Sodium Sulfate (SDS) solution and 20 x Saline‐sodium citrate (SSC) were 
from Fisher Bioreagents and the Proplate® slide module used during the functionalization of 
the gold slide from Grace Bio‐Labs. The primers and probes for the qPCR were custom made 
at  Bioké.  The  TaqMan® Universal  PCR Master Mix was  from  Applied  Biosciences  (cat.  no. 
4324018). Finally, 6‐mercapto‐1‐ hexanol was purchased from Sigma‐Aldrich. 
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Assay steps genotyping assay 
DNA purification. Purification of DNA from the spiked human blood samples was performed 
using the QIAamp DNA Blood Midi Kit according to the manufacturer's  instructions for the 1 
ml whole blood spin protocol. DNA was eluated from the column by two consecutive portions 
of 100 µl of elution buffer supplied in the kit.  
Metering. From the 200 µl eluate from the DNA purification step, 5 µl was used  in the DNA 
amplification step, to enable a percentage of eluate of 5 %  in the PCR chamber, with a total 
PCR volume of 100 µl. 
DNA amplification. DNA sequences specific to S. pneumoniae and B. subtilis, possibly present 
in  the  eluates  were  amplified  simultaneously  in  a  duplex  PCR  reaction.  The  amplicons 
produced  from  both  S.  pneumoniae  and B.  subtilis  gDNA were  designed  to  be  of  equal  in 
length. This enables accurate comparison of the hybridization signals between both amplicons 
in the DNA assay. The duplex PCR mix contained 1x Phusion® High Fidelity PCR master mix (1 x 
High  Fidelity  (HF) buffer, 200 µM Deoxynucleotide Triphosphates  (dNTP's), 1 mM Mg2+, 3 % 
dimethylsulfoxinde  (DMSO),  1  volume  %  Phusion  polymerase),  300 nM  equimolar 
concentrations  of  S.  pneumoniae  primers  (forward  primer  5'‐Cy5–
TCAAGAAGGCAGTCGCTTTACA‐3'  and  reverse  primer  5'‐Phosphorylated‐
CGCAACTACATTGTCACGTAAAAAA‐3')  and  300 nM  equimolar  concentrations  of  B.  subtilis 
primers  (forward  primer  5'‐Cy5‐TGCGTTCATTCT  GCTTCCTC‐3',  reverse  primer  5'‐
Phosphorylated‐TGTGGGCTCTTTTGACCTCTG‐  3').  The  thermal  cycling was  performed  in  an 
Applied  Biosystems®  Veriti  96  well  thermal  cycler  with  the  following  cycling  conditions: 
30 seconds at 98 °C, followed by 40 cycles of 10 seconds at 98°C, 15 seconds at 64 °C and 15 
seconds at 72 °C.  
Pre‐hybridization. Before  the DNA hybridization  step,  the PCR amplicons were made single 
stranded by enzymatic degradation of the phosphorylated antisense strand. Therefore, 100 µl 
of PCR product was  incubated with 0.1 U  lambda exonuclease at 37 °C for 30 minutes. Next, 
the lambda exonuclease was inactivated by an incubation at 75 °C for 10 minutes. Afterwards, 
the samples were diluted  it half  in pre‐warmed 2 x hybridization buffer (10 x SSC, 0.1 % SDS) 
at 45 °C. The hybridization samples were kept at 45 °C until further use.  
DNA hybridization. To enable DNA hybridization in flow, a microfluidic chip was designed and 
fabricated (detailed description below). A Gene Frame® (Thermo Scientific) was used to bond 
this microfluidic chip to the gold substrate. The area defined by the Gene Frame® formed the 
DNA hybridization chamber (Figure 2). The Gene Frame® has adhesives on either side which 
are of differing strengths. The side which adheres to the gold substrate has an easy release 
adhesive whereas  the  reverse  side, which  sticks  to  the microfluidic  chip,  forms  a  stronger 
bond. Upon  removal of  the microfluidic chip,  the Gene Frame®  is  removed  simultaneously, 
without leaving sticky residues on the gold substrate. 
Fabrication  flow  cell. The microfluidic  chips  consisted of a polycarbonate  slide with  lateral 
dimensions of 54 mm x 86 mm. The size of the hybridization chambers was 10 mm x 10 mm x 
250 µm,  i.e.,  25  µl,  as  defined  by  the  inner  volume  of  the  Gene  Frame®.  Each  flow  cell 
contained three  in‐ and outlets that were optimized to promote homogeneous filling of and 
flow inside the hybridization cavity. From these in‐ and outlets, micro channels with a  
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Figure 2. Schematic representation of the experimental set‐up used for DNA hybridization in flow. 
 
diameter of 600 µm were  routed  away  from  the hybridization  area.  These micro  channels 
were fabricated by milling and sealed with an adhesive tape (Thomson Adhesive Foil Seal). To 
be able to interface the micro channels with external tubing, injection molded luer connectors 
were  glued  onto  the microfluidic  chip.  The  flow  cell  could  thus  be  connected  to  external 
fluidic components, e.g., syringe pumps. 
Gold functionalization with DNA capture probes. Gold substrates were fabricated by electron 
beam evaporation of 10 nm  Ti  and 100 nm  gold on  a polished 6  inch  silicon wafer baring 
1.2 µm thermally grown SiO2. Prior to self‐assembly of 6‐mercaptohexyl 5’‐terminated (SH‐C6) 
capture probes,  the  substrates were  rinsed with  acetone  and ethanol  and  incubated  in  an 
UV/O3  chamber  for  15 min.  This  UV/O3  chamber  is  provided  with  an  ozone‐producing 
mercury grid  lamp  to  remove all organic contaminants on  the gold substrates.  Immediately 
after cleaning,  the gold  substrates were assembled  in a Proplate®  slide module  (Grace Bio‐
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Labs).  Next,   1 µM  of  6‐mercaptohexyl  5’‐terminated  (SH‐C6)  capture  probes  dissolved  in 
immobilization buffer (1 M KH2PO4, pH 3.8) were incubated with the gold for 1h in a humidity 
chamber  at  room  temperature;  two  wells  with  target  capture  probes  (5’‐  ThiolC6‐
TGTATAGGAATCGGCAAGCCTGGA‐3'),  one  well  with  PIC  capture  probe  (5'‐ThiolC6‐
CGATTGTGTATGTCCTCGACAAAGA‐3')  and  one  well  with  NIC  capture  probe  (5'‐ThiolC6‐
GAGCAACTAGGGATAGGCCTTAGT‐3').  Following  immobilization,  the  substrates were  rinsed 
with  deionized Water  (DIW)  and  incubated  in  1 mM  of  6‐mercapto‐1‐hexanol  dissolved  in 
DIW  for  30 min.  Before  starting  hybridization  experiments,  the modified  substrates were 
rinsed thoroughly with DIW. 
In  flow DNA hybridization method. After preparation of  the  functionalized gold substrates, 
they  were  bonded  to  the  microfluidic  chip  by  Gene  Frame®  assembly  and  placed  on  a 
thermoplate at 45 °C. The outlet of  the microfluidic chip was connected  to a  syringe pump 
that withdraws fluids through the hybridization chamber at a flow rate of 25 µl/min. Before 
adding  the PCR  samples,  the hybridization  chamber was  equilibrated by  sending over pre‐
warmed hybridization buffer at 45 °C  (5 x SSC, 0.1 % SDS)  for 4 min. Once  the equilibration 
was ready, 200 µl of hybridization sample was added followed by a washing step with 100 µl 
prewarmed wash buffer at 45 °C (0.1 x SSC, 0.1 % SDS). After DNA hybridization, the flow cell 
was disassembled and the gold slide was scanned using a Tecan LS series scanner (excitation 
wavelength  of  630 nm,  excitation  bandwidth  of  5 nm,  emission  wavelength  of  665 nm, 
emission bandwidth of 10 nm; gain = 150). The fluorescent intensity on the different capture 
zones  were  quantified  using  the  Aida  image  analyzer  software.  To  obtain  target  specific 
hybridization  signals,  the  fluorescent  intensity detected  in  the NIC capture probe  zone was 
subtracted  from the  fluorescent  intensity detected  in the target capture zone to correct  for 
non‐specific  signals.  To  allow  comparison  between  results  for  different  experiments,  the 
target specific DNA hybridization signal was divided by the specific DNA hybridization signal 
on the PIC capture zone to obtain a relative signal. The lower limit of detection (LLOD) for this 
DNA hybridization assay  is put at a  relative DNA hybridization  signal of  zero. This  indicates 
that  the  DNA  hybridization  signal  on  the  target  capture  probe  is  equal  to  the  DNA 
hybridization signal on the NIC capture probe, indicating no target specific hybridization signal 
has occurred.  
 
Quantification methods to test the performance of the different steps in the genotyping assay 
CFU count of spiked blood samples. The relative amount of bacteria in a biological sample is 
commonly expressed in colony forming units (CFUs). Although a single bacterium is not easily 
detectable, after its multiplication in specific culture conditions, a colony of bacteria becomes 
visible  to  the naked eye. CFU  counts were performed  to estimate  the  relative  amounts of 
bacteria  in the bacterial suspensions used for spiking of the blood samples.  In short, tenfold 
dilution series of the bacterial suspensions were inoculated onto appropriate agar plates (for 
S. pneumoniae: BBL™ Columbia Agar with 5% Sheep Blood  (cat. no. 221263, BD) &  for B. 
subtilis: agar plates prepared with Difco™ LB Broth, Miller  (Luria‐Bertani)  (cat. no. 244610, 
BD)) in 15 μl droplets. After 24 hours of incubation at 37 °C and 5% CO2, the number of CFUs 
was determined and counted back to CFUs per ml of undiluted bacterial spiking suspension. 
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Ten microliter of bacterial spiking suspension was added to the 1 ml blood samples. The blood 
samples were spiked with a concentration range of 101‐106 CFUs of S. pneumoniae, since this 
range  is  observed  in  blood  stream  infections  and  10‐log  differences  in  bacterial 
concentrations are considered biologically relevant. 
gDNA quantification method. To estimate the concentration of S. pneumoniae genomic DNA 
(gDNA)  extracted  from  the  spiked  human  blood  samples,  a  qPCR  reaction was  performed 
which  included standard curves with known concentrations of S. pneumoniae and B. subtilis 
gDNA. The 20 µl qPCR mix for the specific detection of S. pneumoniae contained 1 x Taqman 
universal PCR master mix, 100 nM forward primer (5'‐TCAAGAAGGCAGTCGCTTTA CA‐3'), 100 
nM reverse primer (5'‐CGCAACTACATTGTCACGTAAAAAA‐3) and 100 nM Taqman® probe (5’‐
Cy3‐CAGATCATCCAGGCTTGCCGATTTCCTATA‐BHQI‐3’).  The  20 µl  qPCR  mix  for  specific 
detection of B.  subtilis  contained 1  x TaqMan® Universal PCR Master Mix, 100nM  forward 
primer  (5'‐TGCGTTCATTCTGCTTCCTC‐3'),  100  nM  reverse  primer  (5'‐
TGTGGGCTCTTTTGACCTCTG‐  3')  and  100  nM  Taqman®  probe  (5’‐FAM  ‐
TTGTCGAGGACATACACAATCGCCATTAAC‐BHQ1‐3’). One microliter of  the eluate was applied 
as  template.  For  each  eluate,  the  concentrations  of  gDNA  from  both  bacteria  were 
determined  in  singleplex  in  duplicates.  Thermal  cycling  was  performed  in  an  Applied 
Biosystems® 7500 Fast Dx qPCR Instrument with the following cycling conditions: 10 minutes 
at 50 °C, to 5 minutes at 95 °C, followed by 40 cycles of 15 seconds at 95 °C and 1 minute at 
60 °C. Ct‐values were converted to concentrations of gDNA copies in the eluate by inference 
with  the  standard  curve. The  LLOD after 40 cycles was 56  copies S. pneumoniae gDNA  / µl 
eluate. 
Amplicon quantification method  for duplex PCR products. A novel amplicon quantification 
method  for multiplex PCR was designed, which was highly  sensitive and could differentiate 
between  different  amplicons  of  the  same  length.  In  short,  the  duplex  PCR  products were 
accurately  diluted  106  fold  in  elution  buffer,  heated  for  60 minutes  at  80 °C  to  inactivate 
residual polymerase activity, and used as  template  in an amplicon quantification qPCR. The 
qPCR  included  a  standard  curve of  known  concentrations of  S. pneumoniae  amplicon. This 
standard  curve was  constructed  by  tenfold  dilutions  of  a  saturated  PCR  product whose  S. 
pneumoniae  amplicon  concentrations were measured  by Quant‐iT™  PicoGreen®  dsDNA  Kit 
(invitrogen). The standard curve was also diluted 106 fold before  its application as template. 
Ct‐values for S. pneumoniae could be converted to concentrations of amplicon in the duplex 
PCR product by inference with the standard curve. No standard curve was constructed for the 
PIC B. subtilis amplicon concentration, since its variability in Ct‐values would provide sufficient 
information  to  predict  hybridization  success.  The  composition  of  the  qPCR  setting  for  the 
amplicon quantification of  S. pneumoniae and B.  subtilis were equal  to  those  in  the direct 
qPCR  as  described  above.  The  LLOD  after  40 cycles  was  0.006  pmol  of  S.  pneumoniae 
amplicon per 100 µl of PCR product. 
 
Results and discussion 
Genotyping workflow and control considerations 
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To show how a DNA microarray can be integrated in a point‐of‐care genotyping test an assay 
workflow  was  designed  in  such  a  way  that  the  complete  assay  workflow  from  sample 
preparation  until  hybridization  is  easily  translatable  to  a microfluidic  point‐of‐care  system. 
This  assay  workflow  is  visualized  in  Figure  1.  First  of  all,  a  DNA  purification  step  was 
performed,  to purify  the human and pathogenic DNA  from many other  components  in  the 
clinical sample, which can  inhibit the DNA hybridization.  In addition to the DNA purification 
step, a DNA amplification step was  included, since  the pathogenic DNA derived  from many 
clinical samples is too low to be directly detected by DNA hybridization. This is especially the 
case for blood stream infections, where only a few copies of pathogen per ml of human blood 
are present.6 An additive advantage of the DNA amplification step is that the pathogenic DNA 
can be  labeled concurrently. This  is required for optical detection systems,  like fluorescence 
and luminescence detection, as used in this study. Moreover, it is also useful for mass based 
detection  systems  to  increase  the  mass  of  the  pathogenic  DNA  and  consequently  the 
sensitivity of the assay, e.g. by labeling with beads.7,8  
The three main assay steps: DNA purification, DNA amplification and DNA hybridization, were 
complemented by  two  intermediate steps, which are  important  for  the performance of  the 
integrated assay. First, a metering step was performed between the DNA purification and the 
DNA amplification step. This step was performed in order to limit the amount of human DNA 
content  in  the PCR  reaction. The number of human  cells present  in a whole blood  sample 
significantly  exceeds  the  number  of  bacterial  cells  during  blood  stream  infection. 
Consequently, DNA extracted from a whole blood sample contains an excess of human DNA 
and this human DNA inhibits subsequent amplification of pathogenic gDNA.9 Therefore, it was 
important to study the optimal percentage of eluate in the total PCR volume, which was 5 %. 
Furthermore, in this assay a PCR volume of 100 µl was chosen, which is a commonly used PCR 
volume  for  classic  PCRs  in  96‐well  plates  and  for  lab‐on‐a‐chip  PCRs  in  a microfluidic  PCR 
chamber.  As  a  result,  only  5 µl  of  the  total  eluate  volume  of  200 µl  was  used  in  the 
subsequent DNA amplification step. Second, a pre‐hybridization step was introduced between 
the  DNA  amplification  and  DNA  hybridization  step.  During  the  DNA  amplification  double 
stranded DNA  (dsDNA)  amplicons were  generated.  To  enable  hybridization with  the  single 
stranded (ss) target capture probes on the substrate, the dsDNA amplicons were converted to 
single  stranded  DNA.  ssDNA  can  be  obtained  via  different  strategies.10  ssDNA  can  be 
produced  during  the  DNA  amplification  step with  an  asymmetrical  or  linear  PCR.11‐14  This 
procedure has the advantage that little or no antisense strand is produced and consequently 
competition between the antisense strand and the capture probe  is not an  issue. However, 
the  amplification  is  less  efficient  compared  to  conventional  PCR  amplification.15  A  second 
possibility  is  to  produce  dsDNA  by  conventional  PCR,  followed  by  a  heating  or  chemical 
denaturation  step.16,17  In  this  approach,  the  antisense  strand  is  separated  from  the  sense 
strand during the denaturation step, but remains present. This leads to competition between 
the antisense strands  in solution and the capture probes on the sensor substrate during the 
hybridization. Therefore,  in this genotyping assay, an approach was chosen which combines 
the  advantages  of  both  the  techniques  described  above,  i.e.  a  conventional  PCR  reaction 
followed  by  a  degradation  reaction  of  the  antisense  strand  with  the  enzyme  lambda 
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exonuclease  (5’‐ 3’).18,19 This procedure excludes competition between  the antisense  strand 
and  the  capture probes on  the  sensor  substrate. The  lambda exonuclease  (5’‐3’), degrades 
phosphorylated DNA strands from the 5’ end. Therefore, the conventional PCR reaction was 
performed with a phosphorylated reverse primer and non‐phosphorylated forward primer. In 
this way, only the antisense strand will be digested and the sense strand will remain  intact. 
This enzymatic degradation was successfully applied  in a microfluidic chip by Ferguson et al. 
20.  After  the  enzymatic  degradation  of  the  antisense  strand,  the  sample  was  diluted  in 
hybridization buffer with an optimal  salt concentration  to  favor efficient DNA hybridization 
with the capture probes on the sensor surface.  
 
To  enable  the  use  of  the  assay  for  diagnostic  purposes,  a  control  strategy  was  defined 
according to the recommendations of the FDA Guidance Documents for nucleic acid based in‐
vitro  diagnostic  devices.4  To  control  the  functionality  of  each  step  in  the  assay,  a  positive 
internal control (PIC) was added to the blood sample and was processed through the whole 
procedure. It is crucial that this PIC mimics the characteristics of the target including the cell 
wall rigidity. Besides the similar cell wall rigidity, it is important that the PIC is non‐pathogenic 
for point‐of‐care diagnostic applications. The bacterium Bacillus subtilis subsp spizizenii (ATCC 
3366) meets both  these  requirements and was  therefore selected as  the PIC. Moreover, B. 
subtilis  has  been  applied  as  a  validation  control  in  other  applications.21  The  use  of  a  PIC 
implies the requirement of a multiplex readout of the assay, even if only one pathogen will be 
detected. Therefore, a duplex PCR reaction was used in combination with a patterned sensor 
substrate, including an area functionalized with the target capture probe, which interacts with 
the S. pneumoniae amplicon and an area  functionalized with  the PIC  capture probe, which 
interacts with  the  B.  subtilis  amplicon.  Furthermore  a  negative  internal  control  (NIC) was 
included  in  the assay design  to  control  specificity of  the assay. The  specificity of  the assay 
could  be  influenced  in  case  one  step  of  the  assay  dysfunctional,  e.g.  if  DNA  is  amplified 
inaccurately or if the DNA hybridization conditions are disturbed. The NIC used in this process 
flow consists of a scrambled capture probe on one of the hybridization areas on the sensor 
substrate,  which  will  not  interact  with  the  amplified  DNA  products  in  the  assay.  The 
hybridization  signal, measured  at  this NIC  area  on  the  sensor  substrate, was  used  as  the 
background signal of the assay. In addition to these internal controls (PIC and NIC) integrated 
in the assay, external controls are required for diagnostics purposes. These external controls 
must be tested in parallel with clinical samples in identical lab‐on‐a‐chip tests from the same 
batch. Human blood spiked with S. pneumoniae (target) could be used as a positive external 
control. As a negative external control, human blood spiked with Streptococcus oralis ATCC 
35037 could be used. S.oralis is a genetically closely related, non‐target strain, which makes it 
possible  to  control  the microbiological  specificity  of  the  assay.    As  predicted  in  silico,  the 
primers  selected  to  specifically  detect  S.  pneumoniae  did  not  produce  amplicon  from  a  S. 
oralis DNA  template  in  the applied PCR conditions  (Figure 3). The  incorporation of all these 
required  controls  has  an  impact  on  the  design  of  the  lab‐on‐a‐chip  test.  It  requires  for 
example a multiplexing capacity for the  incorporation of  internal controls and the capability 
to store internal controls on chip. This is why it is important to integrate a proper control  
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Figure  3.  Gel  electrophoresis  that  displays  whether  amplicon  is  produced  with  the  S.  pneumoniae 
primers in the selected PCR conditions. Lane 2 and 3 are showing the PCR products with 35 pg S. oralis 
DNA template. Lane 4 shows the PCR product with 12 pg S. pneumoniae. Primer dimers are visible at the 
bottom of each lane. 
 
strategy  early  in  the  development  and  validation  of  novel  lab‐on‐a‐chip  tests  with  an 
integrated DNA microarray.  
In  addition  to  the  general  workflow  and  control  strategy,  quantification  methods  were 
developed  for  the optimization and evaluation of  the assay performance. The challenges  to 
reach a high sensitivity and specificity of the assay are to a  large extend determined by the 
clinical  samples  and  the  type of pathogens  involved.  In many  evaluation  studies of  sensor 
technologies for DNA microarray detection on chip, synthetic ssDNA is used to determine the 
sensitivity of DNA hybridization. However, this sensitivity can differ a  lot from the sensitivity 
of DNA  hybridization  of  PCR  products  that  are  derived  from  biological material  and made 
single stranded. Therefore,  it  is  important  to work with biological  input material during  the 
optimization and evaluation of lab‐on‐a‐chip assays for clinical use. To enable optimization of 
the total assay performance,  it  is  important to know how the biological material of  interest 
influences the performance of each assay module separately. Therefore, methods to quantify 
the  amount  of  target  material  at  the  start  and  at  the  end  of  each  assay  module  were 
designed.  This  enables  optimization  of  the  separate modules,  as  well  as  coupling  of  the 
modules’ performances to express the total assay performance in biological terms. 
 
Demonstration of the assay workflow with spiked human blood samples 
The assay workflow and evaluation method described above, allows showing the potential of 
DNA microarray  integrated  in  a  lab‐on‐a‐chip  device  as  point‐of‐care  genotyping  test  for 
clinical  application.  The  assay  workflow  and  evaluation  methods  were  developed  in  the 
context  of  a  project,  in which  a  gold  coated,  CMOS  based  capacitance  sensor was  to  be 
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integrated  in  a  lab‐on‐a‐chip  device  for  genotyping.  Before  proceeding  towards  a  fully 
integrated lab‐on‐a‐chip device, the workflow presented in this paper was demonstrated and 
evaluated by testing blood samples spiked with S. pneumoniae. For the DNA extraction and 
DNA  amplification  steps  conventional molecular  techniques  were  used  to  define  optimal 
assay conditions and evaluate the biological performance of the assay. However, for the DNA 
hybridization not all assay conditions could be defined and evaluated with the conventional 
DNA  microarray  techniques.  Conventional  DNA  microarray  techniques  are  performed  by 
overnight  incubation  in  batch,  whereas  for  DNA  microarrays  in  a  lab‐on‐a‐chip  the 
hybridization  is  performed  in  flow‐through.  So  to  define  and  evaluate  the  hybridization 
conditions (hybridization time, flow speed, wash conditions), a microfluidic chip suited for in 
flow DNA hybridization was designed and fabricated (Figure 2). Since gold was chosen as the 
substrate, the capture probes were designed in such a way that the cy5 labels on the 5’side of 
the  target  ssDNA  were  not  in  close  contact  with  the  gold  substrate.  This  because  the 
fluorescence of  the cy5  label could be quenched by  the gold substrate  in case  the distance 
between the fluorescent label and the gold is less than 10nm. Huang et al.22, showed that by 
using  different  lengths  of  capture  probes  and  target  ssDNA  the  distance  between  the 
fluorescent label and the gold surface can be changed, which affects the fluorescent intensity 
after hybridization. By selecting capture probes of 25 bp, which  interacts with the centered 
part of the 85 bp DNA amplicons, the distance between the cy5 label and the gold surface is 
large enough to assure that fluorescent quenching by the gold doesn’t occur. The fluorescent 
image on Figure 4 shows that indeed hybridization of S. pneumoniae (target) amplicon and B. 
subtilis (PIC) amplicon on respectively the target and PIC capture probes immobilized on gold 
can be detected by fluorescent imaging.  
 
 
Figure 4. Fluorescent scan after  in flow DNA hybridization of 10pmol S. pneumoniae (target) amplicon 
and 8,28 pmol B.  subtilis  (PIC)  amplicon on  a  gold  slide with  four  functionalization  areas:  Two  areas 
functionalized with  target  capture probe  (upper  left and  lower  right  corner), one area  functionalized 
with NIC capture probe (lower  left corner), and one area functionalized with PIC capture probe (upper 
right corner). 
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The same hybridization assay can be performed on other substrates, e.g. oxide material by 
changing the thiolated DNA spacers to silane spacers. 
In order to demonstrate and evaluate the total workflow, 1 ml of human blood samples were 
spiked with a concentration range of  target bacteria S. pneumoniae  (101‐106 CFU/ml) and a 
constant  concentration  of  PIC  bacteria  B.  subtilis  (103  CFU/ml).  The  results  of  this 
demonstration experiment are shown in Figure 5.  
 
 
Figure  5.  Results of the genotyping assay with human blood samples spiked with a concentration range 
of S. pneumoniae (101‐106 CFU/ml) and a constant concentration of PIC (103 CFU B. subtilis/ml). Graphs 
in  the upper part  represent  the performances  for  each  step;  graphs  in  the  lower part  represent  the 
performance of each step throughout the assay expressed  in CFUs per ml of human blood. Open dots 
visualize the data points below the LLOD (dotted line).  
 
The graphs  in the upper part of the figure show the performances for each step separately, 
whereas  the  graphs  in  the  lower  part  of  the  figure  show  the  performance  of  each  step 
throughout  the assay expressed  in colony  forming units  (CFUs) per ml of blood. A CFU  is a 
certain amount of bacteria that results in the formation of one macroscopic bacterial colony 
after multiplication in specific culture conditions. Although this measure is not representative 
for  the  absolute  number  of  bacteria,  it  does  enable  relative  quantification  of  bacteria  if 
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cultured under the same conditions. The copies S. pneumoniae and B. subtilis genomic DNA 
(gDNA)  that  were  extracted  in  the  DNA  purification  step  from  the  spiked  human  blood 
samples were determined. The extracted gDNA concentration of B. subtilis was as expected 
fairly stable over the seven blood samples (Graph A in Figure 6). 
 
 
Figure 6. Yield of B. subtilis (PIC) specific gDNA after the DNA extraction (a) and B. subtilis (PIC) specific 
amplicon after the DNA amplification (b). 
 
The extracted gDNA concentration of S. pneumonia of  the different samples  is visualized  in 
Graph A in Figure 5. Extracts from the samples with ≥103 CFU S. pneumoniae / ml, contained a 
detectable amount of S. pneumoniae gDNA after 40 qPCR cycles. However,  the numbers of 
copies  of  gDNA  in  these  extracts were  higher  compared  to  the  number  of  CFUs  spiked  in 
these  samples.  This  could  be  expected,  since  not  all  bacteria  will  necessarily  form  a 
macroscopic bacterial colony upon inoculation onto a culture plate. In graph D of Figure 5 the 
copies of S. pneumoniae gDNA entering the DNA amplification step are shown. As only 5 µl of 
a  total eluate volume of 200 µl was used  for  the DNA amplification, only 1/40 of extracted 
gDNA was used  in  the amplification  step. An  increase of elution volume  transferred  to  the 
DNA  amplification  step  would  increase  the  amount  of  S. pneumoniae  gDNA  available  for 
amplification, but  it would equally  increase  the amount of human DNA  content  in  the PCR 
reaction, which  inhibits  subsequent  amplification of pathogenic DNA.  Since  the  amount of 
copies  S.  pneumoniae  gDNA  entering  the  DNA  amplification  step was  determined,  it was 
possible to evaluate the performance of the DNA amplification step  independently from the 
performance of the DNA purification step. These results are shown in graph B of Figure 5. To 
determine  the amount of S. pneumoniae amplicon produced  in  the DNA amplification step, 
the amplicon quantification method for duplex PCR products was used. Theoretically,  it was 
expected  that  after  40  cycles  of  amplification,  all  samples  that  contained  S.  pneumoniae 
gDNA, reach saturation and contain equal amounts of S. pneumoniae amplicon. However,  in 
practice  the  amplicon  concentrations  in  the  PCR  products  after  40  cycles  of  amplification 
were not equal  (graph B of Figure 5).  Instead, a dose  response curve was observed, which 
suggests that after 40 cycles the target DNA amplification was not saturated for all samples. 
This indicates that several biological factors have influenced the efficiency of the target DNA 
amplification. Nevertheless,  the  non‐saturated  PCR  products  allowed  interpretation  of  the 
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hybridization  signal  in a  semi‐quantitative way. The B.  subtilis amplicon was detected  in all 
samples and the corresponding Ct‐values were highly stable irrespective of the S. pneumoniae 
template  concentration  (Graph B Figure 5). This  solid detection of B.  subtilis  in all  samples 
shows  that  the  selected  PIC  can  be  used  to  compare  the  hybridization  results  between 
different experiments as relative hybridization signal ((Ftarget‐Fnic)/(Fpic‐Fnic)). Graph E of Figure 
5 shows the DNA amplicon yield that was used as input for the DNA hybridization, expressed 
in colony forming units (CFUs) spiked in the 1 ml human blood samples. Although the eluates 
from blood samples spiked with ≤103 CFU/ml did not contain a detectable amount of gDNA 
after 40 qPCR cycles, there was enough gDNA present in the eluate to produce S. pneumoniae 
amplicon during the amplification step. However, the amplicon concentrations were too low 
(<  0.1 pmol)  to  be  reproducibly  detected  in  the  flow  through  DNA  hybridization  step.  As 
shown  in  graph C  of  Figure  5,  all  samples  containing  >  1  pmol  amplicon  resulted  in  a 
detectable  signal  in both duplicate  samples. One of  the duplicate  samples  containing  0.02 
pmol  amplicon  showed  a  S.  pneumoniae  specific  hybridization  signal,  whereas  the  other 
duplicate sample was not detected  in the DNA hybridization assay. This result was expected 
from  the  DNA  hybridization  signal  obtained  with  purified  S.  pneumoniae  amplicons, 
performed in order to optimize the DNA hybridization conditions. In this optimization, a lower 
limit of detection (LLOD) of 0.05 pmol amplicon was obtained. In Graph F of Figure 5, the final 
results of the assay after the DNA hybridization assay are shown. All blood samples with ≥ 103 
CFU  S.  pneumoniae per ml of human blood were  successfully detected by  this  genotyping 
assay.  Based  on  these  results  it  becomes  clear  that  despite  the  relatively  sensitive 
hybridization detection (LLOD = 0.05 pmol amplicon), the production of 0.05 pmol amplicon in 
the sample preparation steps is challenging starting from 1 ml of human blood. Especially due 
to the small proportion of volume from the whole blood sample, that passes through to the 
DNA amplification step.  It  is  important to notice that the assay workflow, as presented and 
tested  in  this  paper,  was  not  designed  for  the  quantification  of  S.  pneumoniae,  but  for 
qualitative detection of S. pneumoniae, since a qualitative measurement of S. pneumoniae is 
sufficient  for  clinical  applications.  In  a  clinical  setting,  when  a  patient  presents  with 
pneumonia,  a  physician  wants  to  know  the  causative  agent  of  the  infection  involved. 
Consequently,  currently  only  qualitative  detection  of  S.  pneumoniae  in  blood  is  used  for 
clinical decision making. However, since non‐saturated PCR products were formed in the PCR 
amplification step as mentioned above, a slightly adapted workflow could have the potential 
for quantitative detection. However, to allow using a similar assay workflow for a quantitative 
detection of S. pneumoniae,  it  is  important  to optimize  the number of amplification  cycles 
further,  to allow  the production of non‐saturated PCR products  for a specific concentration 
range.  Moreover, also calibrations controls should be included in the assay design to allow a 
quantitative determination of  S. pneumoniae. Although  this  goes beyond  the  scope of  the 
current  study,  the  development  of  such  quantitative  detection  test  for  S.  pneumoniae  in 
blood may be useful to predict the severity and course of pneumococcal disease.23 
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Towards clinical use  
The detection  limits of other reported S. pneumoniae genotyping assays varied with sample 
type (blood or plasma), sample preparation (hemoglobin removal, bacterial enrichment), DNA 
isolation method, blood volume equivalent used for DNA amplification and PCR conditions. In 
studies  that apply  the same DNA  isolation method as  the genotyping assay described here, 
similar  detection  limits  of  103  –  104  CFU  per ml  blood  were  reported.24,25  However,  this 
detection  limit  is not sufficient to diagnose all S. pneumoniae blood stream  infections, since 
the  concentration  of  S.  pneumoniae  detected  in  blood  samples  from  patients  with 
pneumococcal disease has been reported between 101  ‐ 105 CFU equivalents / ml blood.26‐28 
This is currently the case for most pneumococcal DNA detection assays in blood. The clinical 
sensitivity of pneumococcal DNA detection  in blood as compared to blood culture has been 
studied  in multiple  patient  cohorts  and was  reported  to  be  only  40‐91%.26,28‐32  Therefore, 
blood  culture  is  currently  still applied as golden  standard  for microbiological diagnosis of a 
blood stream infection. Although DNA detection in blood may be faster than blood culture, a 
new standard for clinical care will only be accepted when its performance is at least equal to 
the  current  gold  standard.  The  inadequate  sensitivity  of  DNA  detection  could  partly  be 
explained  by  the  fact  that  for  blood  culture  a  sample  of  20 ml whole  blood  is  collected, 
whereas in previous pneumococcal DNA detection studies, equivalents of 5 to 420 µl of whole 
blood were used for DNA amplification, from an original sample volume of maximally 1 ml of 
whole blood. An alternative approach could be an extra purification step to remove human 
DNA and enrich  the pathogen.  In  recent years, a  lot of  research effort was devoted  to  the 
development of immuno‐based or acoustic‐based pathogen purifications in a microfluidic chip 
as  pre‐purification  step  before  lysis  and  DNA  purification.33‐35  These  approaches  have  the 
potential to largely reduce the sample volume into a small extraction volume. A disadvantage 
of  this pre‐purification step  is  that  in case  the pathogens are  residing  intracellularly  in host 
cells, they will be missed36, which will not be the case with a direct DNA purification method 
as described in this paper. In this study, assay conditions were selected that would be easily 
translatable  to  a  microfluidic  point‐of‐care  system.  In  fact,  a  whole  blood  sample  was 
processed by a DNA  isolation kit, without hemoglobin  removal or bacterial enrichment. An 
equivalent  of  only  25  µl whole  blood was  used  for DNA  amplification with  a  specific,  yet 
suboptimal, primer‐probe set  in a duplex PCR  in  the presence of excess human DNA. Since 
point‐of‐care  requirements were  prioritized, most  of  these  assay  conditions were  actually 
suboptimal for bacterial DNA detection in whole blood. Despite these suboptimal conditions, 
the assay still showed a LLOD of 103 CFU equivalents of S. pneumoniae per milliliter of whole 
blood. Moreover, all FDA recommended assay controls were included and the assay is easily 
translatable to a microfluidic point‐of‐care system. Therefore, the workflow has potential for 
future development of point‐of‐care diagnostics  for genotyping. This concept could be used 
for  the  genotyping  of  bacteria  in  clinical  samples  from  the  respiratory  tract  (e.g.  sputum, 
brochoalveolar  lavage  or  endotracheal  aspirate),  where  the  concentration  of  bacteria  is 
generally > 103 CFU/ml in case of a bacterial respiratory tract infection.37‐39  
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Conclusion 
We have successfully developed and demonstrated a workflow for the integration of required 
controls and  the evaluation of a genotyping assay designed  for  lab‐on‐chip‐tests  for clinical 
application. The genotyping workflow presented  in  this paper will be particularly useful  for 
the development and validation of novel  lab‐on‐a‐chip  tests. The described control strategy 
based on FDA requirements is important for the use of these lab‐on‐a‐chip tests for diagnostic 
purposes.  Since  the  incorporation  of  FDA  requirements  for  the  diagnostic  use  of  assays, 
especially  for point‐of‐care application, has a tremendous  impact on the design of  lab‐on‐a‐
chip  tests,  it  is  important  to  incorporate  the  FDA  regulation  as  early  as  possible  in  the 
development  of  lab‐on‐a‐chip  assay  designs.  Furthermore,  the  quantification  methods 
developed and used  in this paper, to demonstrate the performance of the genotyping assay 
with spiked blood samples, will be useful for future developments of lab‐on‐a‐chip tests. They 
can be used to optimize and evaluate the assay performance with clinical samples. 
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Abstract 
Background 
The  introduction  of  a  7‐valent  conjugate  pneumococcal  vaccine  (PCV7)  in  children  largely 
affected  the  prevalence  of  adult  pneumococcal  pneumonia.  In  this  study we  investigated 
whether the clinical severity of adult bacteremic pneumococcal pneumonia has also altered 
following the introduction of pediatric PCV7 vaccination. 
 
Methods 
Adults hospitalized with bacteremic pneumococcal pneumonia between 2001 and June 2011 
at two Dutch hospitals were included retrospectively. Clinical data on patient characteristics, 
comorbidities  and  severity  of  disease  were  obtained  and  pneumococcal  serotypes  were 
determined. 
 
Results 
Among 343 patients investigated, those infected with PCV7 serotypes had a higher PSI score 
(p=0.0072) and mortality rate (p=0.0083) compared with the remainder of the cohort. Since 
the introduction of PCV7 the proportion of pneumococcal pneumonias caused by serotypes 1 
and  7F  (p‐values  0.037  and  0.025)  increased,  as well  as  the  rate  of  pleural  effusion  and 
empyema  (p‐values  0.011  and  0.049). Whilst  de  proportion  of  adults  infected with  PCV7 
serotypes decreased  after  the  introduction of PCV7  (p=0.015), PSI  scores  in  these patients 
remained  higher  (p=0.030),  although mortality  rates  between  PCV7  and  non  PCV7  types 
equalized. After the introduction of PCV7 a marked shortening in hospital stay was observed 
only among patients infected with non PCV7 serotypes (p=0.019). 
 
Conclusions 
The introduction of pediatric PCV7 vaccination was accompanied by subtle changes in clinical 
severity of adult bacteremic pneumococcal pneumonia. Expansion of  serotypes  covered by 
pneumococcal vaccination may again influence the clinical presentation of disease. 
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Background 
Streptococcus  pneumoniae  is  the most  common  cause  of  community  acquired  pneumonia 
worldwide.  Twenty‐four  percent  of  pneumococcal  pneumonia  cases  are  accompanied  by 
bacteremia, as detected by blood culture.1 The clinical severity of a bacteremic pneumococcal 
pneumonia can vary from mild respiratory disease to septic shock or even death.2 This wide 
spectrum  of  clinical  severity  is  caused  by  differences  in  both  pathogen  and  host 
characteristics, and their behavior during infection and therapy.  
All  pneumococci  cultured  from  blood  are  veiled  by  a  dense  polysaccharide  capsule  that 
facilitates  immune  evasion  and  enables  survival.  Indeed  only  an  appropriate  immune 
response directed against  the capsule  is known  to  result  in clearance of  the pneumococcus 
from the circulation, as illustrated by effective polysaccharide vaccination.3 However, over 93 
different  polysaccharide  capsule  structures,  denominated  as  serotypes,  are  known  to  date 
and only a  limited number are  included  in  the current vaccines. The  selection of  serotypes 
included in the 7‐, 10‐, and 13‐valent pneumococcal conjugate vaccines (PCVs) is based upon 
the frequency with which these serotypes caused  invasive pneumococcal disease (IPD) prior 
to  conjugate  vaccine  introduction,  with  the  aim  to  maximally  reduce  the  frequency  of 
pneumococcal disease. Although the introduction of the pneumococcal conjugate vaccines in 
national vaccination schemes has reduced the incidence of pneumococcal disease caused by 
the  vaccine  serotypes3,  non‐vaccine  serotypes  are  increasingly  being  isolated  from  both 
pediatric and adult patients with  IPD.4‐6 Also  in The Netherlands  serotype  replacement has 
been  observed  following  the  introduction  of  PCV7  in  the  National  Pediatric  Vaccination 
Program in 2006.7 
The primary objective of pneumococcal vaccination is to reduce morbidity and mortality due 
to IPD. The replacement of vaccine serotypes by other serotypes upon vaccination has on one 
hand impaired the anticipated reduction in IPD frequency, but may also entail changes in the 
clinical severity of pneumococcal pneumonias post PCV7. It has for example been shown that 
mortality from pneumococcal pneumonia is related to the infecting serotype.8‐12 Moreover, if 
circulation of specific serotypes in the population is suppressed by vaccination, this may even 
influence serotype specific disease characteristics as we know them. Therefore, monitoring of 
both  disease  frequency  and  severity  after  introduction  of  a  pneumococcal  vaccine  are 
important to guide further vaccine development. In addition to mortality, disease severity can 
also be measured by more subtle clinical parameters and the required intensity of treatment.  
In  this  study  the  clinical  severity  of  adult  bacteremic  pneumococcal  pneumonia  after  the 
introduction of PCV7 vaccination in children was investigated. 
 
Methods 
Study population 
Between January 2000 and June 2011, all adults admitted to two Dutch hospitals with a first 
episode of bacteremic pneumococcal pneumonia were retrospectively  included  in this study 
according to their hospital medical records. This observational cohort study was approved by 
the Local Medical Ethics Committees of both participating hospitals. 
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Clinical parameters 
The  following  cohort  characteristics  were  extracted  from  hospital  medical  records:  age, 
gender,  comorbidities  (also  expressed  in  Charlson  comorbidity  score),  pneumococcal 
vaccination  status  and  duration  of  symptoms  before  admission.  To  estimate  severity  of 
disease at admission, data on both the absolute Pneumonia Severity Index (PSI) score as well 
as  the PSI  risk  class were  collected,  in addition  to  the presence of pleural effusion, pleural 
empyema,  and  systemic  inflammatory  response  syndrome  (SIRS).  The  PSI  is  a  clinical 
prediction rule that assesses severity of disease at admission and enables stratification to risk 
classes which predict mortality  rate. The  index  is based on 20 patient characteristics which 
cover demographic factors, findings on physical examination and laboratory and radiographic 
findings.13 An  adequate PSI  score was defined  to be based on  ≥ 16 patient  characteristics. 
Other  parameters  to  assess  morbidity  were  based  on  required  intensity  of  treatment: 
admission  to  an  intensive  care unit  (ICU), mechanical  ventilation,  and hospital  stay  among 
survivors. Clinical outcome was evaluated by in‐hospital mortality, 30‐day mortality, and time 
to death. 
 
Pneumococcal strains 
Pneumococcal strains isolated from blood cultures were stored in skim milk glycerol 10% at ‐
80°C.  A  Columbia  agar  plate  with  5%  sheep  blood  (Beckton  Dickinson  BV,Breda,  the 
Netherlands) was  inoculated with  the pneumococcal  isolate and  incubated  for 24 hours at 
37°C and 5% CO2. Twenty to thirty colonies of the pneumococcal isolate were picked from the 
blood agar plate and transferred  into five milliliter of Todd Hewitt broth (Merck, Darmstadt, 
Germany) with 5% yeast extract or M17 broth (Merck) with 0.5% glucose and  incubated at 
37°C and 5% CO2 until  slight  turbidity  (mid  log phase) was  reached. The  liquid  culture was 
centrifuged at 4°C at 3000 g  for 10 minutes and  the produced bacterial pellet was washed 
with  1ml  PBS  and  stored  at  ‐20°C. DNA was  isolated  using  the DNeasy Blood &  Tissue  Kit 
(Qiagen, Venlo, The Netherlands) according to the manufacturer's protocol for DNA isolation 
from Gram positive bacteria. Multiplex PCR analysis was performed according to Pai et al.14 In 
case  multiplex  PCR  was  inconclusive,  serotyping  was  performed  by  Quellung  using 
Pneumococcus Neufeld Antisera (Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark) according to 
the manufacturer’s instructions. 
 
Statistical analysis 
The correlation between the predicted and actual mortality rates per PSI risk class was tested 
by a Spearman rank test. The PSI score was normally distributed (Shapiro‐Wilk test p=0.081) 
and homoscedasticity was met for variance in PSI scores among patient groups infected with 
different  serotypes  (Levene  statistic  p=0.43).  To  explore whether  differences  in mean  PSI 
scores  could  be  expected  between  groups  of  patients  infected with  particular  serotypes  a 
one‐way analysis of variance (ANOVA) was applied. Differences in disease severity parameters 
caused  by  specific  serotypes  were  statistically  tested  by  an  unpaired  t‐test  for  normally 
distributed  continuous  variables,  a  Mann‐Whitney  U  test  for  not  normally  distributed 
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continuous  variables  and  a  Chi‐square  test  (Fisher’s  exact  test  if  <10  cases  in  a  cell)  for 
dichotomous variables. The significance  level was set at 0.05, and p‐values for differences  in 
PSI score were corrected for multiple testing by the Benjamini‐Hochberg False Discovery Rate 
procedure.15 
 
Results 
Study population 
Three  hundred  and  forty‐three  adult  bacteremic  pneumococcal  pneumonia  patients were 
included  in  the study. The median age  (IQR) was 70 years  (56‐80). At  the  time of  infection, 
none of the patients had received previous pneumococcal vaccination. The overall in‐hospital 
mortality was 13.5% (45 out of 334) and survivors’ median hospital stay (IQR) was 11 days (7‐
16). An adequate PSI score was obtained for 294 of the 343 patients (86%). Of the bacteremic 
pneumococcal pneumonia patients, 3.1%  fell  into PSI  risk class  I, 17.3%  in class  II, 17.3%  in 
class III, 38.1% in class IV, and 24.1% in class V. The actual 30‐day mortality within the PSI risk 
classes  correlated with  the  predicted  risk  of mortality  (Spearman  r=0.9747,  p=0.017).  The 
causative serotype was determined in 330 of the 343 patients. Thirty‐one different serotypes 
were observed within  the cohort. The mean ± SD PSI  score among  the cohort was 103.3 ± 
38.1. One‐way ANOVA suggested the existence of differences in PSI scores between groups of 
patients infected with particular serotypes in the cohort (p=0.00014). The distribution of the 
PSI  score  over  the  different  serotypes  is  shown  in  Figure  1.  Patients  infected with  either 
serotype 1 or serotype 7F had a significantly  lower PSI score and risk class, compared to the 
remainder  of  the  cohort  (FDR  corrected  p‐values  0.00068  and0.0056,  respectively). 
Furthermore, the patients infected with PCV7 serotypes had significantly higher PSI scores, 
 
 
Figure 1. PSI scores by detected serotypes. The serotypes are grouped by their  incorporation  in PCV7, 
additional serotypes in PCV10 and in PCV13 and other serotypes. Serotypes associated with different PSI 
scores compared with  the  remainder of  the cohort are marked by corresponding asterisks. Dots with 
whiskers: mean  PSI  score  ±  standard  deviation;  dotted  horizontal  line:  overall mean  PSI  score;  **: 
p<0.01; ***: p<0.001. Abbreviations PCV7: 7‐valent conjugate pneumococcal vaccine; PCV10: 10‐valent 
conjugate pneumococcal vaccine; PCV13: 13‐valent conjugate pneumococcal vaccine. 
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compared to patients infected with other serotypes (p=0.0072). The serotypes that 
contributed most to total mortality were serotype 3, 8, 4 and 14. A high mortality rate was 
observed among patients infected with serotype 6A (44.4%). In contrast, all of the 35 patients 
infected with serotype 1 and 94.1% (32 out of 34) of patients infected with serotype 7F 
survived. 
 
PCV7 and serotype distribution in adult pneumococcal pneumonia 
The  absolute  numbers  of  isolates  observed  for  each  serotype  before  and  after  the 
introduction  of  PCV7  in  children  are  summarized  in  Figure  2A.  The  proportion  of  patients 
infected with  PCV7  serotypes  decreased  significantly  after  the  introduction  of  PCV7  from 
42.9% (72 out of 168) to 30.1% (49 out of 163) (p=0.0157) (Figure 2B). Specific serotypes that 
significantly decreased in prevalence upon the introduction of PCV7 were serotypes 9V (from 
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Figure 2. Distribution of detected serotypes. Absolute numbers  (panel A) and prevalence  (panel B) of 
serotypes detected before and after the introduction of PCV7. 
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19/168 to 6 /162, p=0.012) and 23F (from 11/168 to 3/162, p=0.053), whereas the proportion 
of infections caused by serotypes 1 (from 12/168 to 23/162, p=0.037) and 7F (from 12/168 to 
24/162, p=0.025) increased. 
 
PCV7 and clinical presentation 
Details on  the main patient  characteristics,  comorbidities, examinations, and outcomes are 
shown  in Table 1. Patients before and after the vaccine  introduction did not differ  in age or 
comorbidities  and  their  course  of  disease  largely  remained  the  same.  However,  pleural 
effusion and pleural empyema were observed more frequently after the introduction of PCV7 
in children. 
 
Table 1. Patient  characteristics,  comorbidities, examinations  and outcomes  in 343 patients 
with a bacteremic pneumococcal pneumonia before and after the introduction of PCV7. 
  All patients  Before PCV7  After PCV7  p‐value 
Subjects  343  176  167   
Age  70 (56‐80)  71 (56‐80)  69 (57‐79)  0.554 
Males  42.9 (147/343)  46.6 (82/176)  38.9 (65/167)  0.151 
Comorbidities         
Neoplastic disease  24.3 (82/338)  25.6 (44/172)  22.9 (38/166)  0.564 
Liver disease  5.9 (20/338)  7.6 (13/172)  4.2 (7/166)  0.250 
Renal disease  6.0 (20/336)  5.9 (10/170)  6.0 (10/166)  0.956 
COPD  25.9 (89/343)  28.4 (50/176)  23.4 (39/167)  0.286 
Diabetes mellitus  17.5 (60/343)  18.2 (32/176)  16.8 (28/167)  0.730 
Immunocompromising 
medication  7.9 (27/343)  7.4 (13/176)  8.4 (14/167)  0.732 
Charlson score  4.6 ± 2.6  4.7 ± 2.8  4.4 ± 2.5  0.310 
Start symptoms before 
admission (days)  2 (1‐4)  2 (1‐4)  3 (1‐4)  0.513 
Pleural effusion  50.5 (112/222)  41.7 (45/108)  58.8 (67/114)  0.011* 
Empyema  9.9 (34/343)  6.8 (12/176)  13.2 (22/167)  0.049* 
PSI score at admission  103.3 ± 38.1  101.4 ± 36.4  105.1 ± 39.9  0.413 
SIRS at admission  90.1 (265/294)  88.8 (127/143)  91.4 (138/151)  0.458 
ICU admission  23.1 (71/308)  24.3 (35/144)  22.0 (36/164)  0.624 
Mechanical ventilation  9.2 (27/293)  9.0 (12/134)  9.4 (15/159)  0.888 
In‐hospital mortality  13.5 (45/334)  15.4 (26/169)  11.5 (19/165)  0.300 
Time to death (days)  8 (1‐22)  7 (2‐17)  8 (1‐31)  0.911 
Hospital stay survivors (days)  11 (7‐16)  11 (7‐17)  10 (7‐15)  0.093 
Data are presented as n, median (IQR), % (n/n known) or mean ± SD.  
Abbreviations  COPD:  chronic  obstructive  pulmonary  disease;  PSI:  pneumonia  severity  index;  SIRS: 
systemic inflammatory response syndrome; ICU: intensive care unit. 
 
PCV7 and PSI score  
The general PSI score did not change after the introduction of PCV7 (p=0.41). The PSI scores 
of patients infected with PCV7 serotypes remained significantly higher compared to non PCV7 
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Figure 3.  Severity of disease  in adult bacteremic pneumonia patients  caused by PCV7 and non PCV7 
serotypes  in  relation  to  the  introduction  of  pediatric  PCV7  vaccination  in  The  Netherlands.  The  PSI 
scores (panel A), length of hospital stay (panel B), and mortality rates (panel C) before versus after the 
introduction of PCV7. Short horizontal  lines: mean PSI scores per group; dotted horizontal  line: overall 
mean PSI score; *: p<0.05; **: p<0.01. 
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serotypes,  both  before  (mean  ±  SD  108.9  ±  34.1  vs.  96.2  ±  36.6,  p=0.039)  and  after  the 
introduction of PCV7  (mean  ±  SD 115.8  ± 31.4  vs. 101.8  ± 42.5, p=0.030)  (Figure 3A).  The 
standard deviation of the PSI scores among patients infected with PCV7 serotypes decreased 
after  the  introduction  of  PCV7  (from  34.1  to  31.4  points),  whereas  it  increased  for  non 
infections with non PCV7  serotypes  (from 36.6  to 42.3 points). For  individual  serotypes no 
statistically significant changes in PSI score were observed after the introduction of PCV7. 
 
PCV7 and hospital stay 
Before  the  introduction  of  PCV7,  length  of  hospital  stay  did  not  differ  between  patients 
infected with PCV7 or non PCV7 serotypes (Figure 3B). However, post vaccination  infections 
with non PCV7 serotypes showed a trend towards shorter hospital stay compared with PCV7 
serotypes  (p=0.063), which was  due  to  a marked  shortening  of  hospital  stay  for  patients 
infected with non PCV7 serotypes since the introduction of PCV7 (median (IQR) 13 (8‐18) vs. 9 
(7‐11) , p=0.019). 
 
Table 2. Serotypes ranked by contribution to in‐hospital mortality in patients with a 
bacteremic pneumococcal pneumonia before and after the introduction of PCV7 
       
    Deaths / patients infected (%)   
           
Serotype  In PCV7  All patients  Before PCV7  After PCV7  p‐value 
3  No  6/30 (20)  2/16 (12.5)  4/14 (28.6)  0.378 
8  No  6/43 (14)  1/23 (4.3)  5/20 (25)  0.081 
4  Yes  5/26 (19.2)  4/12 (33.3)  1/14 (7.1)  0.148 
14  Yes  5/34 (14.7)  3/21 (14.3)  2/13 (15.4)  1 
6A  No  4/9 (44.4)  3/7 (42.9)  1/2 (50)  1 
9V  Yes  4/23 (17.4)  3/17 (17.6)  1/6 (16.7)  1 
19F  Yes  3/10 (30)  3/4 (75)  0/6 (0)  0.033* 
6B  Yes  2/9 (22.2)  1/3 (33.3)  1/6 (16.7)  1 
23F  Yes  2/14 (14.3)  2/11 (18.2)  0/3 (0)  1 
7F  No  2/34 (5.9)  0/11 (0)  2/23 (8.7)  1 
18C  Yes  1/3 (33.3)  1/2 (50)  0/1 (0)  1 
15A  No  1/2 (50)  1/2 (50)  0/0 (0)   
15B/C  No  1/1 (100)  0/0 (0)  1/1 (100)   
31  No  1/1 (100)  1/1 (100)  0/0 (0)   
34  No  1/1 (100)  0/0 (0)  1/1 (100)   
Unknown    1/12 (8.3)  1/7 (14.3)  0/5 (0)  1 
 
PCV7 and mortality 
Before  the  introduction  of  the  vaccine  in‐hospital  mortality  was  higher  among  patients 
infected with PCV7 serotypes compared to non PCV7 serotypes  (24.3% vs. 8.7%, p=0.0083). 
After the  introduction   this difference was no  longer observed (10.2% vs. 12.5%, p=0.8). The 
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in‐hospital mortality rate in patients infected with PCV7 serotypes showed a decreasing trend 
from 24.3% before to 10.2% after the introduction of PCV7 (p=0.058), whereas the in‐hospital 
mortality  rate  in patients  infected with non PCV7  serotypes  remained  stable  (from 8.7%  to 
12.5% p=0.5) (Figure 3C). Moreover, after the introduction of PCV7 a significant reduction in 
mortality was observed among patients  infected with  serotype 19F  (PCV7  serotype), and a 
reverse trend was observed for those infected with serotype 8 (non PCV7 serotype) (Table 2). 
 
Discussion 
A  clinically well  defined  cohort  of  343  adults with  a  blood  culture  proven  pneumococcal 
pneumonia over a 10 year period enabled us  to observe  subtle  changes  in  clinical  severity 
after  the  introduction of pediatric PCV7 vaccination. After pediatric PCV7 vaccination, adult 
bacteremic pneumococcal pneumonia was more  frequently caused by serotype 1 or 7F and 
more  often  accompanied  by  pleural  effusion. Although  PSI  scores  remained  higher  among 
adults  infected with PCV7 serotypes, mortality rates equalized between PCV7 and non PCV7 
types alongside shortening of hospital stay in patients infected with PCV7 serotypes.  
 
The observed distribution of pneumococcal  serotype  frequencies  reflects  that of  the Dutch 
National  Surveillance  data16  and  is  comparable  with  international  studies,  except  for  a 
relatively high prevalence of serotype 8 in The Netherlands.8,9,12 Pneumococcal serotype and 
adequate PSI score were obtained  in 86% of the patients of this cohort. In this selection the 
actual mortality rates per PSI risk class validate the PSI's prediction rule. However, the missing 
PSI  scores  before  vaccination  corresponded  with  a  high mortality  (5/9)  in  PCV7  infected 
patients and a low mortality (1/17) in patients infected with non PCV7 serotypes. Therefore, 
the  observed  difference  in  PSI  score  between  PCV7  and  non  PCV7  serotypes  before 
vaccination may actually be underestimated. Post vaccination, mortality rates were equal  in 
patients with missing  PSI  scores  infected with  PCV7  or  non  PCV7  serotypes.  The  classical 
stratification from PSI score to PSI risk class is marked by major increases in mortality rate.13 
Therefore,  the absolute PSI score was used to assess disease severity more subtly. Also  the 
observed 30‐day mortality rate of 10.5% resembles those in previous studies.2,12,17,18 Finally, it 
is unlikely that the  low penicillin resistance rate of only 1.5%  in this study affected mortality 
due to a lack of antibiotic coverage. 
 
After introduction of PCV7 we observed higher rates of pleural effusion and empyema, which 
are  generally  interpreted  as  more  severe  manifestations  of  pneumonia.  The  observed 
increase  in  pleural  empyema  post  PCV7  has  also  been  reported  in  a  previous  study.19 
Furthermore, our study confirms that adult pneumonia with empyema  is most often caused 
by serotype 119,20, although serotype 7F contributed equally  in our study  (data not shown). 
The increased proportion of patients infected with serotype 1 and 7F post PCV7 was not only 
established by the omission of previously frequent PCV7 types, since these serotypes 1 and 7F 
also doubled  in absolute  incidence. As such, the  increase  in bacteremic pneumonias caused 
by serotype 1 and 7F may well explain the concurrent increase in empyema cases observed.  
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In our  cohort,  the  relatively high PSI  score  that was observed  in adults  infected with PCV7 
serotypes  remained  relatively  high  after  the  introduction  of  PCV7  in  the  Dutch  Pediatric 
National  Immunization  Program.  However,  the  absolute  differences  in  PSI  score  do  not 
represent major differences in the risk of in‐hospital mortality between patients infected with 
PCV7  and  non  PCV7  serotypes  according  to  the  PSI  risk  class  stratification.  Perhaps more 
clinically  important  is that since the  introduction of PCV7 extreme PSI scores (both high and 
low) waned among PCV7 infected patients, but augmented in patients infected with non PCV7 
serotypes.  Monitoring  of  extreme  PSI  scores  may  be  particularly  important  when 
pneumococcal vaccination is expanded by coverage of additional relatively mild serotypes like 
1 and 7F that may again be substituted by serotypes that confer more severe disease. 
 
Exclusively  for  patients  infected with  non  PCV7  serotypes  a marked  decrease  in  length  of 
hospital stay was observed after the introduction of vaccination. This phenomenon could not 
be explained by  individual serotypes or  factors  listed  in Table 1, since these did not change 
significantly  for  patients  infected with  non  PCV7  serotypes  after  the  introduction  of  PCV7 
(data not shown). 
 
The relatively high mortality rate among adults  infected with PCV7 serotypes prior to 2006, 
disappeared after the introduction of PCV7.  Mainly patients infected with vaccine serotypes 
attributed  to  this equalization, with a reduction  in mortality  that was borderline significant. 
This finding is contrast with another study performed in The Netherlands which reported that 
between 2008 and 2010 not IPD patients infected with vaccine serotypes, but those with non 
vaccine serotypes had a decreased mortality rate compared with the 2004‐2006 period.21 A 
first difference in our study designs is that we specifically focused on bacteremic pneumonia 
cases, whereas Van Deursen et al. included all types of IPD. Furthermore, we included longer 
time periods  in our study both before and after the  introduction of PCV7 (2001  ‐ April 2006 
and April 2006 ‐ 2011). Therefore, our contrasting observations may indicate that changes in 
mortality  rates are specific  to  the  type of  IPD, or  that particular changes  in mortality occur 
during confined periods relative to vaccination. Although the mortality rate decreased  in all 
but one PCV7 serotypes after the introduction of PCV7, our study cohort was relatively small 
in relation to the overall low mortality rate to make solid statements on changes in individual 
serotypes. 
 
Whether  the changes  in disease  severity observed  in  this  study are also applicable  to non‐
bacteremic  pneumococcal  pneumonia  cases  is  uncertain.  Although  the  distribution  of 
serotypes and PSI scores  in non‐bacteremic pneumococcal pneumonia were  reported  to be 
similar  to  that  of  bacteremic  pneumonia  cases22,  the  effects  of  pediatric  pneumococcal 
vaccination  on  prevalence  and  severity  of  adult  non‐bacteremic  pneumococcal  pneumonia 
should be investigated separately. 
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In  this  study  we  observed  that  the  introduction  of  pediatric  PCV7  vaccination  not  only 
affected the prevalence of serotypes causing bacteremic pneumococcal pneumonia, but was 
also  accompanied  by  changes  in  clinical  severity  of  disease.  Our  results  underline  the 
importance  to study  the severity of pneumococcal pneumonia prior and subsequent  to  the 
introduction  of  pneumococcal  vaccines. We  believe  that monitoring  the  effects  of  PCV10 
vaccination  (which  also  covers  serotype  1,  7F  and  5) will  provide  additional  insight  in  the 
effects of pediatric pneumococcal vaccination on  the  severity of disease  in adults  suffering 
from pneumococcal pneumonia. 
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We are writing as follow‐up to the publication by Croucher et al1 regarding the evolution of S. 
pneumoniae  in pediatric nasopharyngeal carriage after  the  introduction of a pneumococcal 
conjugate vaccine (PCV). We were intrigued by their major findings, namely; the introduction 
of  pediatric  vaccination  had  induced  serotype  replacement  but  not  capsular  switches,  and 
replacement  had  not  changed  the  genetic  background  of  the  pneumococcal  carriage 
population, whereas rates of invasive pneumococcal disease (IPD) had decreased. Therefore, 
we investigated whether PCV has influenced population genomics in IPD. 
 
We serotyped and sequenced 350 strains of S. pneumoniae  isolated  from a cohort of adult 
IPD  patients  in  Nijmegen,  the  Netherlands,  between  2001  and  2011.  According  to  our 
analysis,  the 7‐valent PCV  (PCV7)  introduced  in  the pediatric Dutch National  Immunization 
Program  in  April  2006,  has  substantially  altered  the  invasive  pneumococcal  population 
structure.  Its  introduction caused a gradual decrease  in adult  IPD cases caused by the seven 
serotypes it protects against (vaccine types, VTs): 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, and 23F, supporting 
a herd  immunity effect of PCV7, concordant with a previous nationwide study.2  In addition, 
the  phenomenon  of  serotype  replacement was  supported  by  the  absolute  increase  in  IPD 
cases  caused  by  non‐PCV7  protected  serotypes  (non‐vaccine  types,  nVTs)  observed  in  The 
Netherlands3, as well as within our cohort.4 Similarly to the Massachusetts study by Croucher 
et al, in our non‐vaccinated IPD cohort, we observed replacement by subtype variants of VTs: 
6A, 19A, 23A, and 23B. However, the post PCV7 nVT IPD cases were dominated by serotypes 
1, 3, 7F, and 8.  
 
Analysis of the genetic backbone of the strains based on a 1075 core cluster of orthologous 
groups  (COGs)  superalignment  revealed  tight  clustering  of  isolates  by  serotype  (Figure  1). 
Similarly  to  the carriage study, capsular switch was a rare event  that did not  increase upon 
the  introduction of PCV7, which makes  it unlikely  that  capsular  switched  strains originated 
from vaccine pressure. Compared to their closest neighbors in the phylogenetic tree, capsular 
switched strains accumulated only between 1 and 10 single nucleotide polymorphisms (SNPs) 
in  their  core  genome.  The majority  of  these  SNPs  occurred  in  regions  centered  on  genes 
involved  in  resistance  to and efflux of antibiotics,  synthesis of cell wall proteins, as well as 
transposases, pili and phage elements. 
 
Although  after  the  introduction  of  PCV7  the  overall  severity  of  IPD  cases  (measured  by 
pneumonia  severity  index)  remained  stable, higher  rates of pleural effusion  and empyema 
have been reported.4,5 In addition, certain genes like zinc metalloproteinase C (zmpC) mainly 
associated with nVTs, have been associated with more severe clinical manifestation of  IPD6, 
indicating  that elimination of VTs may be substituted by serotypes  that confer more severe 
disease. Analysis of  the accessory genome of  the strains  revealed a significant drop  in COG 
diversity  in  2007  shortly  after  the  introduction  of  PCV7  (p<0.0001),  and  a  re‐expansion  in 
subsequent years (Figure 2), suggesting vaccination had a temporary bottleneck effect on IPD 
gene diversity. In May 2010 the Dutch National Immunization Program was expanded from 
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Figure 1. Structure of  the  invasive pneumococcal population. The maximum  likelihood phylogeny was 
generated using 59,682 polymorphic sites within a 970,559 bp codon alignment of 755 ‘core’ COGs with 
similar phylogenetic profiles as ribosomal protein encoding genes,  in order to exclude genes that were 
acquired by, for example, horizontal gene transfer. The inner bars each represent a pneumococcal strain 
(I) and are colored by capsular serotype. The second circle displays the strain's sequence type (II). The 
CHAPTER 10 
142 
10	
year of isolation is marked by the intensity of green coloration from light (2000) to dark (2011) for PCV7 
vaccine serotypes (III) and non‐vaccine serotypes (IV). 
 
Figure 2. Annual diversity among accessory genomes. Dots: means; whiskers: 95% confidence intervals. 
 
PCV7 to PCV10, which may explain the second decrease in diversity observed in 2011. Shortly 
after  vaccination  a  considerable  number  of  COGs  significantly  changed  in  prevalence, 
although most  of  them  returned  to  equilibrium  afterwards  (Figure  3).  The majority  of  the 
COGs  that contributed  to  the  re‐expansion of diversity  in  the accessory genome after 2007 
was comparable  to  those circulating pre PCV7. However, certain COGs dispersed  from  their 
prevalence  in  the original gene pool. We observed a decrease  in  the COG  rate of  the  FRG 
domain  family,  and  proteins  related  to  bacteriophages  and  polysaccharide  biosynthesis, 
whereas  an  increased  rate  of  the  Tn916  mobile  genetic  element,  ABC‐transporters, 
transposons and zinc metalloproteinases was observed. 
 
Despite  serotype  replacement  in  pneumococcal  disease,  after  pediatric  pneumococcal 
vaccination  with  PCV7  we  observed  a  temporary  bottleneck  in  gene  diversity,  which  re‐
expanded mainly by genes already present in the original gene pool. Our observations suggest 
that  invasive  pneumococcal  population  restructuring  after  the  introduction  of  PCV7  was 
similar  to  that  in nasopharyngeal  carriage.  In addition,  certain genes  in  IPD dispersed  from 
their original prevalence. We suggest whole genome sequencing to investigate pneumococcal 
dynamics after vaccination and as such maintain close surveillance of strains in a population; 
information  that  could  give  a  prospect  on  the  course  and  severity  of  disease,  facilitating 
effective prevention and management of invasive pneumococcal disease. 
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Figure 3. Temporal stability of gene pool. Odds ratios for prevalence of individual COGs in the accessory 
genome at bottleneck shortly post PCV7 (2007) and during re‐expansion (2008‐2011), compared to pre 
PCV7.
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Methods 
Pneumococcal strain collection, DNA isolation and serotyping 
Pneumococcal strains were  isolated from adults hospitalized with bacteremic pneumococcal 
infection  at  two  Dutch  hospitals  between  January  2000  and  June  2011  as  described  by 
Cremers  et  al.4  The  candidates  were  retrospectively  included  in  the  Pneumococcal 
Bacteraemia Collection Nijmegen  (PBCN). This observational  cohort  study was approved by 
the Local Medical Ethics Committees of both participating hospitals. The cohort was divided in 
pre and post PCV‐7 strains as defined by their collection from blood before or after January 1 
2007.  The  pneumococcal  serotypes were  determined  using  the multiplex  PCR  analysis.7  In 
case  multiplex  PCR  was  inconclusive,  serotyping  was  complemented  with  the  Quellung 
reaction  using  Pneumococcus  Neufeld  Antisera  (Statens  Serum  Institute,  Copenhagen, 
Denmark)  according  to  the manufacturer’s  instructions.4 All  pneumococcal  serotypes were 
then confirmed using an in‐house implementation of the Sanger Institute molecular capsular 
typing (MCT) system.8,9 
 
Genomic DNA preparation and whole genome sequencing 
The strains were grown statically in 10ml of Todd Hewitt broth (Merck, Darmstadt, Germany) 
with  5%  yeast  extract  at  37°C  and  5%  CO2  to  an  optical  density  at  620nm  of  0.2‐0.3.  The 
bacterial pellet was washed with 1ml PBS and DNA was extracted using QIAGEN Genomic‐tips 
20/G and Genomic DNA Buffer Set  (both Qiagen, Venlo, The Netherlands) according  to  the 
manufacturer's  instructions  for  mini  DNA  preparations.  The  concentration  of  extracted 
genomic DNA was determined using Quant‐iT™ PicoGreen® dsDNA Reagent (LifeTechnologies, 
Bleiswijk,  The  Netherlands)  and  the  TECAN  GENios  plate  reader  with  Magellan  software 
(Tecan, Giessen, The Netherlands) and its intactness was confirmed with gel electrophoresis. 
Genomic  DNA  was  sequenced  on  an  Illumina  HiSeq  2000  as  paired‐end  reads  of  100 
nucleotides. 
 
Genome assembly, mapping and annotation  
The strains were assembled using the Sanger  Institute genomes assembly pipeline. For each 
strain, Velvet10 was used to create multiple assemblies by varying the kmer size between 66% 
and 90% of the read length. From these assemblies, the one with the highest N50 was chosen 
and  contigs  that  were  shorter  than  the  insert  size  length  were  removed.  The  resulting 
assembly was  improved by the following steps: The contigs of the assembly were scaffolded 
by  iteratively  running  SSPACE.11  Then,  gaps  identified  as  1 or more N’s, were  targeted  for 
closure  by  running  120  iterations  of  GapFiller.12  Finally,  the  reads  were  aligned  to  the 
improved assembly using SMALT13 to identify unassembled regions. The strains were aligned 
to a reference genome using an  in‐house developed pipeline. For each strain, the read pairs 
were aligned using SMALT. The aligned and the unmapped reads were merged  into a single 
BAM file. Picard14 was used to identify and flag optical duplicates. Genomes were annotated 
using an in‐house implementation of Prokka.15 The genome assemblies have been deposited 
at the European Nucleotide Archive16 under study number ERP001789. 
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Gene clustering and phylogenetic analysis 
All  putative  coding  sequences  were  translated  and  analyzed  by  an  all‐versus‐all  blastP 
employing a 10E‐15 e‐value  cut‐off and BLOSUM90 matrix. TribeMCL17 was used  to  cluster 
orthologs by an inflation value of 4 to implement the MCL step, which resulted into a total of 
3021  COGs.  Of  these  COGs,  1075  were  denominated  as  core  COGs  as  they  consisted  of 
proteins present  in single copies  in each of the 350 strains. Protein sequences of these core 
COGs  were  aligned  with  MUSCLE18,  and  subsequently  codon  translated  into  nucleotide 
alignments.19 COGs  encoding  ribosomal proteins  from  all  strains were  concatenated  into  a 
superalignment. A  reference maximum  likelihood phylogeny was generated using RAxML.20 
Phylogenies for the remaining core COGs were generated  individually. Plotting the Euclidian 
distances  of  each  COG  tree  with  the  ribosomal  protein  encoding  tree,  resulted  in  three 
distributions of distances. To reach a superalignment with high phylogenetic resolution, COGs 
whose  phylogenies  had  Euclidian  distances  of  ≤  0.03  with  reference  to  the  ribosomal 
phylogeny (n=755) were concatenated to the ribosomal superalignment. Finally, polymorphic 
regions of this superalignment were extracted and re‐analyzed with RAxML in a general time‐
reversible nucleotide substitution mode. Sequence clusters were determined by application 
of Bayesian Analysis of Population Structure  (BAPS)  software. Visualization of  the  tree was 
performed using iTOL.21 
 
Analysis of the population structure and genomic diversity 
Core  genomes  and  whole  genomes  of  strains  aberrant  to  their  sequence  cluster,  were 
separately  aligned  in Mauve22,  along  with  their  closest  neighbors.  SNP  coordinates  were 
isolated  and  characterized  in  Artemis.23  The  diversity  of  the  accessory  gene  pool  was 
determined  by  the  phylogenetic  distances  among  accessory  genomes  based  on  a  COG 
presence/absence matrix,  according  to  the method described by Dutilh  et  al.24 Core COGs 
(those constituted of a single gene from each of the analyzed strains) were excluded from this 
analysis. 
 
Statistical analysis 
The difference  in phylogenetic distance among strains collected between 2001  to 2006 and 
2007 was tested by an unpaired t‐test.  
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Abstract 
Background 
The clinical  severity and course of  invasive pneumococcal disease  (IPD) differs  substantially 
between  patients.  Streptococcus  pneumoniae  harbors  large  genetic  variability.  Zinc 
metalloproteinase  C  (ZmpC),  a  secreted  pneumococcal  protein  involved  in  neutrophil 
extravasation,  inflammation and  tissue  remodeling,  is present  in a minority of  IPD  isolates. 
We    investigated  whether  the  presence  of  zmpC  was  associated  with  the  clinical 
manifestation of IPD. 
 
Methods 
IPD patients admitted to two Dutch hospitals between 2000 and 2013 were  included  in the 
study. Detailed  clinical  data were  collected  and  the  serotype  and  presence  of  zmpC were 
determined in the corresponding blood culture isolates. 
 
Results 
ZmpC was  present  in  21%  of  the  542  included  IPD  cases  and was mainly  associated with 
serotypes 8, 4, 33A/F and 11A/D.  Infection with S. pneumoniae positive for zmpC was more 
frequently observed  in  females  (p=0.048) and patients with a history of smoking  (p=0.033). 
Although  no  relation  to  clinical  syndrome was  observed,  zmpC  positive  cases more  often 
presented with  cough,  dyspnoea  and  sepsis  (p‐values  0.026,  0.001  and  0.018),  and more 
frequently required ICU admission (p=0.011) compared to zmpC negative cases. 
 
Conclusion 
The presence of zmpC was associated with a more severe clinical manifestation of  IPD. This 
study demonstrates that information on pneumococcal genetic background may be useful to 
identify vulnerable  individuals,  to monitor clinical presentation and  to predict  the course of 
IPD. 
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Background 
The human pathogen Streptococcus pneumoniae is a major cause of diseases like pneumonia 
and  meningitis  worldwide,  and  leads  to  an  estimated  1.6  million  deaths  annually.1  The 
severity  and  course  of  blood  culture  proven  pneumococcal  infections  (or  invasive 
pneumococcal  disease,  IPD)  vary  substantially  between  cases,  from  mild  respiratory 
symptoms  to  fulminant sepsis or even death. Physicians need  to assess  this clinical severity 
and expected course of IPD, in order to tailor clinical care. Alongside the variability in clinical 
manifestations  of  IPD,  S.  pneumoniae  is  highly  recombinogenic2  and  displays  up  to  10% 
genetic  variation  between  strains.3  This  raises  the  question  whether  the  clinical  diversity 
among pneumococcal infections originates from the pneumococcal genome. 
Zinc metalloproteinase C (ZmpC), a  large secreted pneumococcal protein is only present in a 
fraction  of  clinical  pneumococcal  strains.4,5  The  sequence  of  the  zmpC  gene  is  highly 
conserved  among  pneumococcal  strains,  in  contrast  to  the  genes  encoding  its  three 
paralogous zinc metalloproteinases IgA1 protease, ZmpB and ZmpD.6 
Several functions of secreted ZmpC are known to date. ZmpC specifically cleaves and thereby 
activates human matrix metallopeptidase 9 (MMP‐9).7 MMP‐9 is involved in the degradation 
and remodeling of extracellular matrix. ZmpC also activates syndecan‐1 ectodomain shedding 
from host cell surfaces8, which may promote bacterial pathogenesis. Syndecan‐1 ectodomains 
bind  to and  inhibit various  innate host defense  factors  in a heparan sulfate  (HS)‐dependent 
manner.9  In  addition,  ZmpC  has  been  described  to  induce  membrane‐associated  mucin 
(MAM) ectodomain  shedding,  leading  to  loss of  the  glycocalyx barrier  function.10 Recently, 
ZmpC was  shown  to  deactivate  P‐selectin  glycoprotein  1  (PSGL‐1)  on  human  neutrophils, 
thereby  inhibiting  its  interaction with  endothelial  P‐selectin  necessary  for  extravasation  of 
neutrophils to the site of infection.5 
Specific  effects  of  ZmpC  on  pneumococcal  infection  have mainly  been  studied  in murine 
models. In a mouse pneumonia model, intranasal infection with a zmpC knock‐out mutant led 
to  delayed  and  reduced mortality  compared  to  infection with  the  TIGR4 wild  type  strain.7 
Moreover, fifty percent of the mice  infected with the ΔzmpC mutant did not develop sepsis, 
whereas all mice  infected with the wild type strain developed sepsis and died, suggesting a 
role  for  ZmpC  in  invasiveness.  Importantly,  the  effects  of  ZmpC  observed  in  this  study 
appeared  to  depend  on  the  inoculation  dose  administered.11  Furthermore,  an  increased 
neutrophil influx was observed in the lumen of the lung alveoli upon infection with the ΔzmpC 
mutant.5  In  a murine  sepsis model, mortality was  not  reduced when mice were  infected 
intraperitoneally  with  the    zmpC  knock‐out  as  compared  to  the  G54  wild  type  strain.12 
Epidemiological studies have revealed that ZmpC  is mainly present  in clinical pneumococcal 
isolates of serotypes 8, 11A, 33F and 4 that often share specific genetic backgrounds.4,5 One 
study  reports  that zmpC was not detected  in 7 pneumococcal nasal and conjunctival swabs 
isolates, in 1 out of 13 meningitis isolates, and in 6 out of 11 pneumonia isolates.7 However, 
among another  selection of 218 pneumococcal  isolates  from both healthy  carriers and  IPD 
patients no relation between  the presence of zmpC and  the site of  infection was observed, 
although absolute numbers were not shown.4 
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Given  the  contribution  of  ZmpC  to  multiple  pathophysiological  processes  like  neutrophil 
extravasation,  inflammation  and  tissue  remodeling,  it  can  be  expected  to  play  a  role  in 
different  aspects  of  pneumococcal  infection,  influencing  the  severity  and  course  of  IPD. 
Currently,  studies  that  provide  sufficient  clinical  detail  to  address  a  hypothesized  relation 
between bacterial protein  function and  the presentation of human  infection are  limited.  In 
this  study  we  investigate  whether  the  presence  of  zmpC  is  associated  with  the  clinical 
manifestation of IPD. 
 
Methods 
Study population and clinical parameters 
We  included  IPD  patients  admitted  to  two  Dutch  hospitals  between  January  2001  and 
October  2013  from  whom  a  pneumococcal  blood  culture  isolate  was  available.  This 
observational  cohort  study was  approved  by  the  local medical  ethical  committees of  both 
participating  hospitals.  The  following  patient  characteristics  were  collected  from  hospital 
medical  records:  age,  gender,  comorbidities,  use  of  immunosuppressive  medication 
(cytostatics or systemic glucocorticoids) and whether a patient had smoked during  life. The 
Charlson Comorbidity Score was calculated from these data.13 To assess severity of disease at 
admission we noted  the number of days  that  symptoms had  started before admission,  the 
presence  of  thoracic  pain,  cough,  dyspnoea  or  confusion,  temperature,  levels  of  blood 
hemoglobin, leukocytes, neutrophils, pH and C‐reactive protein (CRP), clinical signs of sepsis, 
presence  of  an  infiltrate  or  pleural  effusion  on  chest  X‐ray,  and  the  clinical  diagnosis  as 
reported by the attending physician. For pneumonia cases the Pneumonia Severity Index (PSI) 
score14 was  documented. A  PSI  score was  defined  appropriate  if  it was  based  on  ≥  16/20 
patient  characteristics.  Other  parameters  to  assess  morbidity  were  based  on  required 
intensity of treatment: admission to an  intensive care unit (ICU), mechanical ventilation and 
length  of  hospital  stay  among  survivors.  Clinical  outcome  was  evaluated  by  all‐cause  in‐
hospital mortality and time until death occurred during hospitalization. 
 
Serotyping and detection of zmpC 
The pneumococcal blood  isolates  that had been  stored  at  ‐80°C  in  skim milk  glycerol 10% 
were  first  cultured  on  Columbia  agar  plates  with  5%  sheep  blood  (Beckton  Dickinson 
BV,Breda,  the  Netherlands)  and  next  statically  in  10ml  of  Todd  Hewitt  broth  (Merck, 
Darmstadt, Germany) with  5%  yeast  extract  at  37°C  and  5%  CO2  to  an  optical  density  at 
620nm of 0.2‐0.3. The bacterial pellet was washed with 1ml PBS and DNA was extracted using 
QIAGEN  Genomic‐tips  20/G  and  Genomic  DNA  Buffer  Set  (both  Qiagen,  Venlo,  The 
Netherlands) according to the manufacturer's instructions.  
The  pneumococcal  serotype  was  determined  via  multiplex  PCR  analysis  of  the  capsular 
locus.15  In  case multiplex  PCR was  inconclusive,  a Quellung  reaction was  performed  using 
Pneumococcus Neufeld Antisera (Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark) according to 
the manufacturer’s instructions. 
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The presence of zmpC was determined by amplification of the zmpC gene  using a primer pair 
based on conserved sequences upstream and downstream of the gene as previously reported 
by Camilli et al.4 Since the zmpC gene was  found to be expressed  in various  in vitro culture 
settings and the presence of the gene invariably correlated with enzymatic activity4, it can be 
expected that the presence of the zmpC gene corresponds with production of the protein. In 
short, the primer sequences were: forward primer 5’‐ AAC CTT CAC CAG TAA GAC ACG T ‐3’; 
reverse primer 5’‐ CTT ATC TCG ATA GAG TTC AAT GCC ‐3’. The target sequence was amplified 
using  the  Expand  Long Range dNTPack  (Roche, Almere,  The Netherlands)  according  to  the 
manufacturer's  instructions. A 8128 base pair amplicon corresponded with  the presence of 
the  zmpC  gene  and  a  638  base  pair  amplicon with  its  absence  as was  determined  by  gel 
electrophoresis. 
 
Statistical analysis 
Differences  in  clinical  manifestations  between  IPD  cases  with  or  without  zmpC  were 
statistically  tested  by  an  unpaired  t‐test  for  normally  distributed  continuous  variables,  a 
Mann‐Whitney U test for not normally distributed continuous variables and a Chi‐square test 
(Fisher’s exact test if <10 cases in a cell) for dichotomous variables. Changes in the proportion 
of  zmpC positive  IPD  strains over  time were  tested with  the Kendall  tau‐b  test.  If patients 
displayed  multiple  clinical  syndromes,  these  cases  were  used  multiple  times  in  the 
comparison between zmpC positive and negative cases. The rate of a clinical syndrome was 
determined  in  the  collective  of  all  syndromes  identified,  with  the  exception  of  pleural 
empyema whose rate was determined among pneumonia cases. The relative contributions of 
serotype 8 and the presence of zmpC were determined by a multivariate  logistic regression 
analysis  using  the  stepwise  backward  LR  selection  procedure.  The  statistical  significance 
threshold was set at 0.05. 
 
Results 
Inclusion, serotyping and detection of ZmpC 
Among  the  549  eligible  IPD  patients  included,  35  different  pneumococcal  serotypes were 
identified. The ZmpC PCR resulted in 112 ZmpC positive and 430 ZmpC negative cases. For the 
seven remaining patients an amplicon of around 4000 base pairs was observed. Because the 
functionality of this shorter sequence is unknown, these patients were excluded from further 
analyses. 
The distribution of the ZmpC positive cases over the serotypes  is displayed  in Figure 1A. Six 
out of seven cases with the amplicon of intermediate length belonged to a serotype 7F strain, 
and one  to  serotype  38. Whereas  zmpC was present  in  the majority of  the  serotype  8,  4, 
33A/F and 11A/D strains,  it was also observed  in 10 additional serotypes. The rate of ZmpC 
positive  cases  was  evenly  distributed  over  the  different  age  categories  (Figure  1B).  The 
contribution of zmpC positive strains to IPD shows an increasing trend (p = 0.085). Up to 2010 
its rate fluctuated between 10 and 25%, although from 2011 it has been over 25% (Figure 1C). 
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Figure  1. Distribution  of  zmpC  positive  pneumococci  over  serotypes  (panel A),  age  (panel  B)  and  its 
contribution to IPD cases over time (panel C). Dotted horizontal line: proportion zmpC + in total cohort. 
Abbreviations zmpC ‐: zinc metalloproteinase C negative; zmpC +: zinc metalloproteinase C positive. 
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Patient characteristics 
The background of IPD patients included in the study are displayed in Table 1. The presence of 
zmpC was significantly associated with female patients and with smoking. In addition, a trend 
was observed for the association between zmpC positivity and  less comorbidities  in general, 
but more chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and coming from a specific hospital 
region. 
 
Table 1. Patient characteristics 
  All  zmpC +  zmpC ‐  p‐value 
Subjects  542  112  430   
Age  68 (55‐78)  70 (57‐78)  68 (54‐78)  0.649 
Males  47.6 (258/542)  39.3 (44/112)  49.8 (214/430)  0.048* 
Comorbidities         
Cancer  21.8 (114/522)  18.5 (20/108)  22.7 (94/414)  0.348 
Liver disease  6.9 (36/521)  4.7 (5/107)  7.5 (31/414)  0.395 
Renal disease  6.2 (32/519)  6.5 (7/107)  6.1 (25/412)  0.823 
COPD  21.0 (114/542)  26.8 (30/112)  19.5 (84/430)  0.094 
Diabetes mellitus  17.5 (95/542)  12.5 (14/112)  18.8 (81/430)  0.116 
Charlson Comorbidity Score  4.4 ± 2.7  4.3 ± 2.4  4.4 ± 2.7  0.079 
Immunocompromising therapy  7.4 (40/538)  8.2 (9/110)  7.2 (31/428)  0.688 
Smoking  62.4 (204/327)  73.2 (52/71)  59.4 (152/256)  0.033* 
Treated at hospital A  83.4 (441/529)  88.8 (95/107)  82.0 (346/422)  0.092 
Data are represented as n, median  (IQR), %  (n/n known) or mean ± standard deviation. Abbreviations 
zmpC: zinc metalloproteinase C; COPD: chronic obstructive pulmonary disease. *: significant difference. 
 
Clinical diagnosis 
Among the 542  IPD patients  included  in the analyses 44  (8.1%) had a meningitis of which 3 
combined with pneumonia and 1 combined with sinusitis and 383 (70.7%) had a pneumonia 
of which 32 were complicated with pleural empyema. Furthermore, we observed 5 cases of 
peritonitis,  3  cases  of  arthritis,  3  cases  of  endocarditis,  2  cases  of  combined  arthritis  and 
endocarditis and 40 patients (7.4%) had an unknown focus of infection. For 52 cases (9.6%) no 
specified  clinical  syndrome  could  be  retrieved.  ZmpC  positive  cases were  not  significantly 
associated  with  a  specific  clinical  syndrome,  although  there  was  a  trend  towards  more 
pneumonia cases (Table 2). 
 
Severity and course of infection 
At admission no differences were observed between cases with and without the zmpC gene 
with respect to the Pneumonia Severity Index score (mean ± SD: 98.8 ± 33.9 vs. 103.7 ± 38.2, 
p = 0.38) blood C‐reactive protein (median with interquartile range (IQR): 243 (85‐363) vs. 244 
(110‐395), p = 0.64) or neutrophil levels (median (IQR): 14.0 (9.9‐20.5) vs. 13.4 (8.9‐19.2), p = 
0.46) (Figures 3A‐C). We did observe significantly increased rates of cough, dyspnoea and SIRS 
among patients  infected with  zmpC positive pneumococci  (Table 3). The  course of hospital 
stay among patients infected with zmpC positive pneumococci was more often accompanied  
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Table 2. Clinical syndromes 
  All  zmpC +  zmpC ‐  p‐value 
Pneumonia  79.0 (387/490)  85.0 (85/100)  77.4 (302/390)  0.098 
Pleural empyema  7.5 (29/387)  5.9 (5/85)  7.7 (24/302)  0.645 
Meningitis  9.2 (45/490)  8.0 (8/100)  9.5 (37/390)  0.846 
Arthritis  1.0 (5/490)  1.0 (1/100)  1.0 (4/390)  1.000 
Endocarditis  1.0 (5/490)  2.0 (2/100)  0.8 (3/390)  0.271 
Peritonitis  1.0 (5/490)  1.0 (1/100)  1.0 (4/390)  1.000 
Sinusitis  0.6 (3/490)  0.0 (0/100)  0.8 (3/390)  1.000 
Unknown focus of infection  8.2 (40/490)  4.0 (4/100)  9.2 (36/390)  0.102 
Not retrieved  9.6 (52/542)  10.7 (12/112)  9.3 (40/430)  0.651 
Data are presented as % (n/n known). The rate of pleural empyema was determined among pneumonia 
cases. Abbreviations zmpC: zinc metalloproteinase C. 
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Figure  2.  Comparison  between  IPD  cases 
caused by pneumococci with and without the 
zmpC  gene  with  respect  to  the  Pneumonia 
Severity  Index  score  (panel  A),  blood  C‐
reactive  protein  level  (panel  B)  and  blood 
neutrophil  count  (panel  C).  Short  horizontal 
lines: panel a means; panel b and c medians. 
Abbreviations zmpC  ‐: zinc metalloproteinase 
C negative; zmpC +: zinc metalloproteinase C 
positive; CRP: C‐reactive protein. 
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by ICU admission and mechanical ventilation than infection with zmpC negative pneumococci. 
Notably,  the  observed  higher  rate  in  cough  among  zmpC  positive  infections  was  merely 
brought about by non‐pneumonia cases  (zmpC+ 89% vs. zmpC‐ 19%, p = 0.0007). However, 
among non‐pneumonia cases the presence of the zmpC gene was not specifically associated 
with a background of smoking  (p = 1) or COPD  (p = 0.62). The positive association between 
dyspnoea  and  presence  of  zmpC was  supported  by  both  pneumonia  and  non‐pneumonia 
cases  (p‐values 0.049 and 0.066  respectively), whereas SIRS,  ICU admission and mechanical 
ventilation were predominantly associated with zmpC through the pneumonia cases (p‐values 
0.025, 0.005 and 0.029 respectively). 
 
Table 3. Severity and course of disease 
  All  zmpC +  zmpC ‐  p‐value 
SEVERITY AT ADMISSION         
Start symptoms (days)  2 (1‐4)  2 (1‐3)  2 (1‐4)  0.433 
Thoracic pain  45.3 (192/424)  48.2 (40/83)  44.6 (152/341)  0.553 
Cough  65.0 (282/434)  75.3 (64/85)  62.5 (218/349)  0.026* 
Dyspnoea  61.6 (270/438)  76.4 (68/89)  57.9 (202/349)  0.001* 
Confusion  27.0 (93/344)  29.3 (17/58)  26.6 (76/286)  0.669 
Temperature (°C)  38.6 (37.8‐39.3)  38.6 (37.8‐39.35)  38.6 (37.8‐39.2)  0.949 
Hemoglobin (mmol/L)  7.9 (7.1‐8.6)  8.2 (7.3‐9.1)  7.9 (6.9‐8.5)  0.002* 
Leukocytes (x109/L)  15.8 (10.7‐21.8)  16.0 (12.0‐22.4)  15.7 (10.4‐21.7)  0.524 
Proportion neutrophils (%)  89 (84‐93)  91 (84‐93)  89 (85‐92)  0.382 
pH  7.46 (7.41‐7.49)  7.45 (7.42‐7.48)  7.46 (7.41‐7.49)  0.757 
Infiltrate on chest X‐ray  79.5 (379/477)  81.8 (81/99)  78.8 (298/378)  0.513 
Pleural effusion on chest X‐ray  41.4 (127/307)  48.4 (31/64)  39.5 (96/243)  0.197 
SIRS  89.4 (389/435)  96.6 (84/87)  87.6 (305/348)  0.018* 
         
COURSE OF HOSPITAL STAY         
ICU admission  23.5 (110/468)  33.3 (32/96)  21.0 (78/372)  0.011* 
Mechanical ventilation  9.5 (42/442)  15.1 (13/86)  8.1 (29/356)  0.048* 
Hospital stay survivors (days)  10 (6‐16)  10 (6‐16)  10 (6‐16)  0.786 
Death  14.5 (71/491)  14.4 (15/104)  14.5 (56/387)  0.990 
Time to death (days)  5 (1‐17)  5 (1‐23)  5 (1‐17)  0.669 
Data are represented as median (IQR) or % (n/n known). Abbreviations ZmpC: zinc metalloproteinase C; 
SIRS: systemic inflammatory response syndrome; ICU: intensive care unit. *: significant difference. 
 
Relative importance of serotype 8 and zmpC 
The higher hemoglobin level and the more frequent need for respiratory support observed in 
zmpC positive cases were  in fact more strongly related to  infection with a serotype 8 strain. 
All other identified associations between the presence of zmpC and clinical manifestations of 
disease were not confounded by serotype 8. 
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Discussion 
The presence of the pneumococcal zmpC gene was found to be associated with a more severe 
clinical manifestation of disease in a cohort of 542 IPD patients. Infection with S. pneumoniae 
positive  for  zmpC was more  frequently observed  in  females  and patients with  a history of 
smoking. Although no relation to clinical syndrome was observed, ZmpC positive cases more 
often  presented  with  cough,  dyspnoea  and  sepsis,  and  more  frequently  required  ICU 
admission. 
Distinctive about this study are the  large number of  IPD patients  included, the high  level of 
clinical  detail  and  its  two  center  design.  In  addition,  the  cohort  represents  the  natural 
distribution of  IPD cases over age, clinical syndromes and serotypes. A  limitation that arose 
from our retrospective study design is the occurrence of missing data. Furthermore, the large 
number of clinical comparisons increases the risk of a type I error. 
The  observed  distribution  of  zmpC  positivity  over  serotypes  of  clinical  strains  was  highly 
similar to those reported previously, predominantly involving serotypes 8, 33A/F, 11A/D and 
4.4,5  In  accordance  with  a  previous  study4,  the  presence  of  the  zmpC  gene  was  evenly 
distributed over ages and clinical syndromes. Interestingly, human IPD cases caused by zmpC 
positive  pneumococci  more  often  presented  with  sepsis,  which  corresponds  with  the 
decreased  rate of  sepsis observed  in mice  inoculated with a pneumococcal  ΔzmpC mutant 
strain  7.  Also  in mice,  decreased  levels  of  neutrophils were  observed  in  the  lumen  of  the 
alveoli upon infection with the mutant strain5, which could actually relate to the lower rates 
of cough and dyspnoea observed in humans when infected with pneumococcal strains lacking 
the zmpC gene. 
Based  on  the  close  relatedness  of  ZmpC  to  specific  serotypes  and  clonal  clusters  it  was 
postulated  that ZmpC contributes  to  the  fitness of specific pneumococcal clones.4 Although 
probably  zmpC  is not part of  an operon7,  it may well be part of  a  cluster of  genes  that  is 
responsible  for  the  observed manifestation  of  IPD.  For  instance,  the  presence  of  zmpC  is 
closely correlated to the presence of a gene coding for choline binding protein I (unpublished 
data), whose function is largely unknown. 
A puzzling fact about ZmpC is that in contrast to the hyper variable genes encoding its three 
paralogous zinc metalloproteinases IgA1 protease, ZmpB and ZmpD6, the sequence of zmpC is 
extremely conserved. Why did adaptation not take place for zmpC? It is a large gene of 5568 
base pairs that is continuously expressed, so the protein is probably useful for maintenance in 
the  population  to  the  pneumococci  involved.  However,  because  only  a  fraction  of 
pneumococcal  carriage  strains  carries  zmpC4,  it  is  less  likely  to  be  essential  for  successful 
carriage  in contrast  to  for example  IgA1 protease  that  is present  in all pneumococci.  It was 
reported  that 12 out of 12 healthy volunteers had circulating anti‐ZmpC antibodies5, which 
indicates that ZmpC positive strains are transmitted and that ZmpC is recognized by its hosts. 
However, the conserved zmpC sequence implies that recognition of ZmpC by antibodies does 
not effectively  reduce pneumococcal  survival and  that ZmpC  is only a minor contributor  to 
successful pneumococcal carriage. Could it be that ZmpC gives little advantage in carriage, but 
is important in processes other than its maintenance in the nasopharynx, in an environment 
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where less adaptation takes place? In this study the IPD patients infected with zmpC positive 
pneumococci particularly often presented with cough and dyspnoea, and this effect was most 
prominent in non‐pneumonia cases. This could mean that ZmpC has an effect on the airways 
that  induces cough and as such facilitates transmission of the pneumococcal strain involved, 
taking  for  granted  an  increased  risk  of  causing  sepsis  and  IPD.  Although  this  is  mere 
speculation,  multiple  publications  have  pointed  at  a  role  for  the  pneumococcal  genetic 
background in the risk of invasiveness.16‐20 
Pneumococci  positive  for  zmpC  cause  invasive  infections  in  all  age  categories  and  their 
contribution  to  IPD shows an  increasing  trend.  In our study population  the presence of  the 
zmpC gene was exclusively associated with  increased  severity  in certain aspects of disease. 
Therefore, it would be desirable to prevent IPD with zmpC positive strains. Unfortunately, the 
major IPD serotype in our cohort ‐ serotype 8 ‐ almost invariably contains the zmpC gene and 
is not  included  in  currently available pneumococcal  vaccine  formulations. Patients  infected 
with a zmpC positive strain have an  increased risk of requiring  ICU admission.  In the future, 
diagnostic  pneumococcal  genotyping may  identify  patients  that  are more  or  less  prone  to 
require  intensive  treatment  during  hospitalization.  Techniques  that  enable  pneumococcal 
genotyping  directly  on  patient material  and  omit  pneumococcal  culture  are  already  under 
development (Elberse et al. manuscript submitted for publication). 
To better understand the role of ZmpC in invasiveness, it would be interesting to additionally 
study  the  rate of  ZmpC positive nasopharyngeal pneumococcal  carriage  and  to  investigate 
whether  this  relates  to host characteristics  like  female gender and a history of smoking. To 
understand whether zmpC exerts its effects independently of other pneumococcal genes, and 
to  assess  its  individual  importance  in  the  clinical  manifestation  of  IPD,  ideally  its  co‐
occurrence with other genes or gene variants would be studied in a whole genome approach. 
This  study  demonstrates  that  pneumococcal  characteristics  are  involved  the  clinical 
manifestation of  IPD. Mechanisms that determine the propensity of pneumococci to  invade 
its host are under increasing scrutiny. Yet, as long as IPD still causes a major burden of disease 
worldwide,  it  is  also  of  clinical  importance  to  identify  vulnerable  individuals,  to  monitor 
clinical presentation and to predict the course of IPD in relation to the genetic background of 
a changing pneumococcal population. 
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Abstract 
Background 
Treatment  of  community  acquired  pneumonia  (CAP)  patients  with  antibiotics  before 
laboratory‐confirmed  diagnosis  leads  to  loss  of  knowledge  on  the  causative  bacterial 
pathogen.  Therefore,  an  increasing  number  of  pneumococcal  infections  is  identified  using 
non‐culture  based  techniques.  However,  methods  for  serotyping  directly  on  the  clinical 
specimen remain scarce. Here we present three approaches for detection and serotyping of 
pneumococci using samples from patients with CAP. 
 
Methods 
The first approach  is quantitative PCR (qPCR) analysis on blood samples (n=211) followed by 
capsular  sequence  typing  (CST)  to  identify  the  serotype.  The  second  approach,  a  urinary 
antigen  assay  (n=223), designated  as  inhibition multiplex  immunoassay  (IMIA),  is based on 
Luminex technology targeting 14 serotypes. The third approach  is a multiplex  immunoassay 
(MIA) (n=171) also based on Luminex technology which detects serologic antibody responses 
against 14 serotypes. The three alternative assays were performed on samples obtained from 
309 adult hospitalized CAP patients in 2007‐2010 and the results were compared with those 
obtained  from  conventional  laboratory  methods  to  detect  pneumococcal  CAP,  i.e.  blood 
cultures, sputum cultures and BinaxNOW urinary antigen tests. 
 
Results 
Using qPCR, MIA  and  IMIA, we were  able  to detect  the pneumococcus  in  samples of 56% 
more patients  compared  to  conventional methods.  Furthermore, we were able  to assign a 
serotype to the infecting pneumococcus from samples of 25% of all CAP patients, using any of 
the three serotyping methods (CST, IMIA and MIA). 
 
Conclusion 
This  study  indicates  the  usefulness  of  additional  molecular  methods  to  conventional 
laboratory methods  for  the  detection  of  pneumococcal  pneumonia.  Direct  detection  and 
subsequent  serotyping  on  clinical  samples  will  improve  the  accuracy  of  pneumococcal 
surveillance to monitor vaccine effectiveness.  
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Background 
Streptococcus pneumoniae  is a major human pathogen  causing  considerable morbidity and 
mortality  throughout  the  world.  It  is  considered  the main  cause  of  community  acquired 
pneumonia (CAP) 1,2, although there  is  little consensus  in the  literature on the prevalence of 
pneumococci  in  CAP,  it  ranges  from  10  to  48%  in  hospitalized  patients.1  Differences  are 
observed between countries and health care settings, but also differences in methods used to 
identify  the causative agent contribute  to  the diverse numbers of prevalence.3,4 The  lack of 
sensitive methods to identify the pathogen adds to the problem.5‐10 Furthermore, patients are 
often  treated with  antibiotics  before  the  collection  of  specimens  for  laboratory  diagnosis, 
making the identification of the causative agent more problematic.  
Standard microbiology assays to detect the pneumococcus as the causative agent of CAP are 
culture from sputum and/or blood, sputum gram stain and the BinaxNow S. pneumoniae test. 
The  BinaxNow  test  is  a  rapid  antigen  test  on  urine  or  cerebrospinal  fluid,  which  detects 
pneumococcal cell wall polysaccharides  (CWPS). Specificity and sensitivity are high  in adults 
for  the  diagnosis  of  pneumococcal  CAP  compared  with  conventional  methods.6,11,12  In 
children,  specificity  is  much  lower  due  to  high  carriage  rates.5,13  Developed  assays  for 
detection of pneumococcal DNA in blood samples include PCR and quantitative PCR (qPCR).14‐
16  Recently,  a  few  studies  described  the  use  of  PCR  to  identify  the  serotype  directly  from 
pneumococcal  DNA  present  in  blood.17‐19  These  PCRs  contain  a myriad  of  primers  and/or 
probes, using single‐ or multiplex reactions, making the method complex.  
Currently, over  90 pneumococcal  serotypes have been described  and  roughly  a quarter of 
these serotypes are  responsible  for  the majority of cases of  invasive pneumococcal disease 
(IPD).20‐24  Serotyping  of  pneumococci  is  essential  in monitoring  the  effects  of  nationwide 
vaccine introduction. The classical technique for serotyping is the Quellung reaction, based on 
reactivity  of  the  capsular  polysaccharides  with  specific  antisera.7,25  To  identify  a 
pneumococcal serotype using the Quellung reaction, a cultured isolate must be present. The 
Quellung reaction is time‐consuming and expensive because a whole collection of antisera is 
needed  for  the  identification  of  all  serotypes. Many  alternative  serotyping methods  have 
been developed.17‐19,26 One of  these  is  the Capsular  Sequence  Typing  (CST)  27,28,  a method 
based on the sequence obtained from a single PCR product of the capsular gene wzh. 
Measurement  of  serotype‐specific  antibodies  has  been  time‐consuming  due  to  the  lack  of 
multiplexing  ability  of  the  Enzyme‐linked  immuno  sorbent  assay  (ELISA).  With  the 
introduction  of  the  Luminex  platform,  simultaneous  measurement  of  IgG  concentrations 
directed against a large number of different capsular polysaccharides in a single assay became 
possible.  This method was  first  described  by  Pickering  et  al.  for  pneumococci29  and  later 
adjusted and optimized by others.30,31 In a sandwich or inhibition version of the first described 
pneumococcal  Luminex  assay,  also  detection  of  pneumococcal  polysaccharides  in  urine 
samples appeared to be possible.10,32,33  
In this study, we describe three methods to assess the pneumococcal serotype directly from 
urine  and  blood.  We  developed  an  assay  to  conduct  the  serotyping  by  CST  directly  on 
pneumococcal DNA isolated from blood samples by a rapid extraction method. Furthermore, 
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we describe an inhibition assay approach to detect pneumococcal capsular polysaccharides of 
14 different serotypes  in urine. The serotypes covered by this assay represent the serotypes 
in  the  13‐valent  pneumococcal  vaccine  and  serotype  8  which  is  frequently  found  in  IPD 
patients. The third assay is previously described and detects the causative pneumococcus by a 
positive antibody  response.9 The methods are used  to detect and serotype pneumococci  in 
CAP patients and the results from these assays are compared with conventional microbiology 
assays.  
 
Methods 
Clinical samples 
Blood and urine samples were obtained from hospitalized CAP patients aged 18 to 100 years, 
who participated in a trial assessing the effect of dexamethasone use in CAP. This study was 
carried  out  in  the  St.  Antonius Hospital, Nieuwegein,  The Netherlands  and  is  described  in 
detail elsewhere.34 Mean age of  the enrolled patients was 63  years old and approximately 
27% of  the patients started antibiotic  treatment before enrolment. Samples were collected 
from November 2007  to September 2010 and  conventional  laboratory methods  to  identify 
the causative agent of CAP were performed. Additionally, ethylenediamine‐tetra‐acetic acid 
(EDTA) blood samples for molecular testing were obtained on the day of admission and sent 
to the National Institute for Public Health and the Environment (RIVM) within 1 day after the 
blood  was  drawn.  Urine  samples  for  IMIA  antigen  testing  were  collected  on  the  day  of 
admission, sent to the RIVM and stored at ‐20°C until use. Serum samples for the detection of 
antibody  responses  by MIA  were  obtained  on  the  day  of  admission  and  at  day  30  after 
admission and stored at  ‐80°C. Eligible patients provided written  informed consent and  the 
study was approved by the institutional Medical Ethics Committee of the St Antonius Hospital. 
This  study was  registered with ClinicalTrials.gov, number NCT00471640.  For  comparison of 
the  CST,  serum  samples  and  blood  culture  isolates  were  collected  from  adults  with 
pneumococcal bacteremia hospitalized in a different institution between December 2008 and 
June 2013.  
 
Conventional laboratory methods 
Diagnostic tests were performed on sputum, blood and urine samples at the day of admission 
to identify the causative agent of CAP as previously described.34 Briefly, sputum samples were 
Gram  stained  and  cultured  and  at  least  two  blood  cultures  were  performed  (BacT/Alert; 
bioMérieux, Marcy l'Etoile, France). Urine samples were used for detection of S. pneumoniae 
antigen  (BinaxNOW S. pneumoniae,  Inverness Medical). The serotypes of the pneumococcal 
isolates used for comparison of the CST were determined by multiplex PCR analysis of the cps 
locus as described by Pai et al.26 or by Quellung reaction.25  
 
Molecular blood tests 
Sample preparation. EDTA blood sample tubes were centrifuged for 10 minutes at 400xg. A 
milliliter of plasma was  transferred  to a  clean  tube and was  centrifuged  for 10 minutes at 
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14000xg. After  transferring  the plasma,  the pellet was  centrifuged again  for one minute at 
14000xg  and  residual  plasma was  discarded.  From  the  pellet  the  pneumococcal DNA was 
extracted using the Extract‐N‐Amp Plant PCR Kit (Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA). In detail, 
25  μl  of  extraction  buffer was  added  to  the  pellet  and  incubated  at  95°C  for  10 minutes. 
Thereafter, 25 μl of dilution buffer was added and the material was ready for use in the qPCR. 
For use in the CST, the samples were purified using a Sephadex column (G‐50, GE Healthcare, 
Chalfont St. Giles, UK), according to manufacturer’s protocol. 
From 200 μl serum samples used  for comparison of the CST, total DNA was extracted using 
the MagNA Pure 96 Pathogen Universal 200 Kit (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) and 
eluted in 100 μl elution buffer.  
Detection  qPCR.  The  quantitative  PCR  was  based  on  two  target  genes,  ply  and  lytA,  as 
described  before.8,35  Sequences  of  the  primers  and  probes  are  provided  in  Table  1.    An 
internal control was added  to detect  inhibitors of amplification and contained a primer site 
for the  lytA forward primer and a primer site for the ply reverse primer. To amplify the two 
gene segments, 10 μl PCR mixtures containing QuantiTect Multiplex PCR NoROX Kit, (Qiagen, 
Hilden, Germany),  0.6  µM  of  each  primer,  0.3  µM  of  each  probe,  1000  copies  of  internal 
control and 2 µl of  the extracted DNA were used. The PCR  reaction was as  follows: 2 min 
50°C, 15 min 95°C and 40 cycles of 15 sec 95°C and 1 min 65°C  in a LightCycler 480 (Roche, 
Mannheim, Germany).  The  standard  curve  consisted of PCR products of ply  and  lytA  gene 
segments which were  purified  using Qiaquick  PCR  Purification  Kit  (Qiagen)  and  quantified 
using  a  spectrophotometer  (Nanodrop ND‐1000,  Thermo  Scientific, Wilmington,  DE, USA). 
The PCR was  considered positive  for pneumococci  if  at  least one of  the duplicate  samples 
yielded a fluorescent signal for lytA. 
For comparison, the qPCR was performed by amplification of a segment of the lytA gene only. 
The primer and probe sequences were different from those applied  in the sample set of the 
general study (Table 1). The 25 μl PCR mix contained 1x TaqMan® Universal PCR Master Mix, 
No AmpErase® UNG, 0.2  μM of each primer, 0.2 μM probe and 8 μl of  the extracted DNA. 
Thermal  cycling was  performed  in  a  7500  Fast  Dx  qPCR  Instrument  (Applied  Biosystems® 
Foster City, CA, USA) with the  following cycling conditions: 2 min 50°C, 10 min 95°C and 50 
cycles of 15 sec 95°C and 1 min 60°C. The standard curve consisted of a 10‐fold dilution series 
of genomic pneumococcal DNA extracted by  the Qiagen Genomic‐tip 20/G Kit  (Qiagen) and 
quantified by a spectrophotometer (Nanodrop ND‐1000).  
Capsular  sequence  typing  (CST).  In CST a partial  segment of  the  capsular gene wzh of  the 
pneumococcus  is  amplified  and  subsequently  sequenced.27  Based  on  this  sequence  the 
capsular genotype  is assigned, designating the serotype.  In this study, the CST protocol was 
adapted  to  be  performed  directly  on  blood  plasma  samples  and  serum.  To  enhance 
sensitivity,  the gene segment used  in CST was amplified and sequenced  in  two overlapping 
segments which we subsequently assembled to create a single sequence. The primers were 
designed with 5’‐M13‐tails to facilitate DNA sequencing with a single M13 primer set (Table 
1). To amplify the two gene segments 25 μl PCR mixtures containing Hotstartaq mix (Qiagen), 
10 µM of each primer and 5 µl Sephadex purified DNA template were used. The PCR reaction 
was performed as follows: 15 min 95°C, 10 cycles of 20 sec 95°C, 30 sec 61‐51°C and 30 sec 
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Table 1. Oligonucleotide primers, probes and internal control sequences. 
Assay  Name  Sequence 
qPCR   Sp‐ply‐531F1   AGCGATAGCTTTCTCCAAGTGG 
  Sp‐ply‐583R1  CTTAGCCAACAAATCGTTTACCG 
  Sp‐lytA‐306F1  ACGCAATCTAGCAGATGAAGC 
  Sp‐lytA‐386R1  TGTTTGGTTGGTTATTCGTGC 
  Sp‐lytA‐CDCF2  ACGCAATCTAGCAGATGAAGCA 
  Sp‐lytA‐CDCR2  TCGTGCGTTTTAATTCCAGCT 
  Sp‐ply‐556probe1   FAM‐ACCCCAGCAATTCAAGTGTTCGCG‐BHQ1 
  Sp‐lytA330‐probe1  Cy5‐TTTGCCGAAAACGCTTGATACAGGG‐BHQ3 
  Sp‐lytA‐CDCprobe2  FAM‐GCCGAAAACGCTTGATACAGGGAG‐BHQ1 
  Sp‐lytA‐probe2  FAM‐TTTGCCGAAAACGCTTGATACAGGG‐TAMRA 
  Sp‐Spike‐qPCR
3   ACGCAATCTAGCAGATGAAGCTATCATGGCGACGTGTTTCATGCAG
ATATATCGGTAAACGATTTGTTGGCTAAG 
  Sp‐spike‐probe3  HEX‐CATGGCGACGTGTTTCATGCAGATA‐BHQ1 
Clinical CST  CST_01‐M13F   GTAAAACGACGGCCAGCATTCGCATATCGTTTTTG 
  CST_03‐M13F   GTAAAACGACGGCCAGCATTCGCACATCGTCTTTG 
  M13wzh1553F  GTAAAACGACGGCCAGACCATTGTCTCTACCTCTCAC   
  M13wzh1553Fst3  GTAAAACGACGGCCAGATGATTGTGTCTACTTCGCAT 
  M13wzh1747R  CAGGAAACAGCTATGACATCAAGGCATAACGACTATCA 
  CST_01‐M13R   CAGGAAACAGCTATGACCTGAGCTCTTTTTTTCATGA 
  CST_04‐M13R   CAGGAAACAGCTATGACCCGAGCTCTCTTTTTCATGA 
  M13F  GTAAAACGACGGCCAG 
  M13R  CAGGAAACAGCTATGAC 
1 used in the general study8,35  
2 used in the comparison sample set36 
3 DNA sequence used for internal control of the qPCR 
 
72°C  followed  by  35  cycles  of  20  sec  95  °C  and  1 min  72°C,  followed  by  7 min  72°C.  PCR 
products  were  purified  using  ExoSAP‐IT  (GE  Healthcare  Life  Sciences)  according  to  the 
manufacturer’s  instructions.  One  µl  aliquots  of  the  purified  PCR  products  were  used  in 
sequence  reactions  with  M13  forward  and  reverse  primers  using  Big  Dye  Terminator 
technology  (Applied Biosystems) on an AB 3730 genetic analyser. Data analysis  for CST was 
performed using Bionumerics version 7.0  (Applied Maths, Sint‐Martens‐Latem, Belgium). All 
sequences  of  the  CST were  assembled,  edited,  trimmed  and  assigned  a  capsular  type.  A 
capsular  type  is  a  composite  assignment;  the  first  part  of  the  assignment  is  based  on  the 
phenotype assessed by conventional serotyping and the second part of the assignment is the 
consecutive number of  the  capsular  type belonging  to  the  same  serotype. As  an  example, 
CT09V‐01 designated the first variant in wzh sequence of an isolate serotyped as 9V. The CST 
database is publicly available through www.rivm.nl/mpf/spn/cst.  
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Inhibition multiplex immunoassay (IMIA) for polysaccharide detection in urine 
Urine samples were thawed and 2 ml urine was added to 2 ml absolute ethanol and incubated 
at 4°C overnight. Samples were centrifuged for 15 min at 3200xg, supernatant was discarded 
and the pellet was resolved  in 100 µl PBS (pH 7.2) and heated for 10 min at 95°C. After the 
samples were centrifuged for 15 min at 2000xg the supernatant was stored at ‐20°C until use 
in the IMIA.  
The  coupling  of  the  polysaccharides  to  carboxylated  microspheres  (Bio‐Rad  Laboratories, 
Hercules,  CA,  USA)  was  performed  as  previously  described.30,33  Briefly,  purified  capsular 
polysaccharides  were  conjugated  to  Poly‐L‐Lysine.  The  conjugates  were  coupled  to 
carboxylated microspheres. All  capsular polysaccharides were obtained  from  the American 
Type Culture Collection  (ATCC, Manassas, VA, USA) except  for polysaccharide 6A which was 
kindly provided by Pfizer Inc. (New York, NY, USA). Type and factor rabbit sera were obtained 
from Statens Serum Institut in Denmark and were purified using Melon Gel IgG Purification Kit 
(Thermo  Fisher  Scientific  Inc., Rockford,  IL USA)  according  to manufacturer’s protocol.  The 
antisera against 14 serotypes were pooled and incubated overnight at 4°C in adsorbent buffer 
containing  15  µg/ml  CWPS Multi  and  5%  antibody  depleted  human  serum  (ADHS,  Valley 
Biomedical, Winchester, VA) in PBS (pH 7.2). The mixture contained antisera in the following 
dilutions: serotype 9V, 1:300; serotypes 6A, 6B, 8, 18C, 23F, 1:1,000;  serotypes 3, 4, 1:1,600; 
serotype  7F,  1:2,000;  serotype  19A,  1:5,000;  serotype  19F,  1:8,000;  serotype  1,  1:10,000; 
serotype 14, 1:21,600 and serotype 5, 1:150,000.  
An aliquot of 25 µl of urine samples was incubated in duplicate for 1 h at room temperature 
with 25 µl of the pooled antiserum on a plate shaker. Subsequently, per well 4000 beads of 
each  serotype  specific  microsphere  set  were  added  and  incubated  for  1  h  at  room 
temperature on a plate shaker. After  the microspheres were washed using PBS‐Tween,  the 
beads were  incubated for 20 min at room temperature with 100 µl of a 1/200 dilution of R‐
phycoerythrin‐conjugated anti‐rabbit  IgG  (Southern Biotechnology, Birmingham, AL, U.S.A.). 
After  another wash  of  the microspheres,  125  µl  PBS‐Tween was  added  and microspheres 
were analysed using the Bio‐Plex 100 (Bio‐Rad, Hertfordshire, United Kingdom). Detection of 
polysaccharide  in urine samples was considered positive using a 30% positivity cut‐off value 
from  the  mean  median  fluorescent  intensity  (MFI)  of  duplicate  pooled  samples  without 
competitive  inhibition.  The  intra‐run  reproducibility  was  calculated  as  the  coefficient  of 
variation (CV) of replicates and a CV of 10% was considered to be acceptable. Polysaccharides 
of serotypes 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9V, 14, 18C, 19A, 19F and 23F were pooled and prepared 
in 10‐fold dilutions from 1000 ng/ml to 0.01 ng/ml in PBS and were used as reference range in 
the assay. 
 
Multiplex Immunoassay (MIA) for assessment of longitudinal antibody concentrations  
In  two  consecutive  serum  samples,  an  early  (day  0‐3)  and  late  (day  11‐100)  sample, 
pneumococcal antibody concentrations were measured against 14 different serotypes (1, 3, 4, 
8, 9N, 12F, 14,19F, 23F, 6B, 7F, 18C, 19A, and 9V) using Luminex XMAP technology. Antibody 
concentrations  were  calculated  by  interpolation  from  a  5‐parameter  logistic  standard 
curve37,38, plotting  the MFI  against  the polysaccharide  concentration  (Luminex  software). A 
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positive antibody  response was defined as a  serotype‐specific  twofold  increase  in antibody 
concentrations  between  the  two  samples.  This  method  is  described  in  more  detail 
elsewhere.9  
 
Statistical analysis 
Statistical tests were performed using Graphpad Quickcalc software. Agreement between two 
tests was assessed by Cohen’s kappa (κ) statistic, with values indicating poor (0.00‐0.20), fair 
(0.21 to 0.40), moderate (0.41‐0.60), good (0.61‐0.80) and excellent agreement (0.81‐1.00).  
 
Results 
Optimization and implementation of the qPCR, CST and IMIA methods 
Quantitative detection using qPCR was based on two target genes, ply and  lytA. Overall, the 
ply  target  yielded  amplification  signals  in  more  samples  as  compared  to  the  lytA  target 
indicating  possible  false  positivity.  Therefore,  a  sample  was  considered  positive  for 
pneumococci  if  at  least one of  the duplicate  samples  yielded  a  fluorescent  signal  for  lytA. 
Based on serial dilutions of quantified PCR products, the detection limit was estimated to be 
1.6 gene copies per microliter extracted DNA per PCR. The minimal bacterial load, determined 
using colony  forming units  (CFU) dilution series, that could be detected  in the qPCR was 75 
CFU per milliliter blood. Specificity of the assay was high as genomic DNA of closely related 
Streptococci,  including S. oralis, S. gordonii, S. parasanguinis, S. sanguinis and S. mitis and S. 
mutans did not yield PCR products. To determine which serotypes can be detected using  the 
primers amplifying the two overlapping segments in CST, lysates of pneumococcal isolates of 
the 45 serotypes most prevalent among  IPD patients  in The Netherlands were  tested. Only 
the isolates with serotypes 10A, 22A, 23A, 24F, 25, 38 and 35B yielded non‐specific or no PCR 
products  in 1 of the two PCRs. The minimum amount of DNA required to perform typing by 
CST was around 11 gene copies per PCR. Once the assay was optimized, a comparison set of 
serum  samples  from  19  pneumococcal  CAP  patients were  analysed  by  CST.  In  the  serum 
samples  with  a  bacterial  load  of  >1800  gene  copies  per ml  serum,  a  serotype  could  be 
identified by CST (Table 2). The serotypes identified were serotype 3 (5x), 19A (2x), 7F (2x), 4 
(2x) and serotype 8 (1x) and there was full concordance between CST on serum and Quellung 
reaction and/or multiplex PCR on blood culture isolates.  
Specificity of  the  IMIA was assessed with a mixture of polysaccharide  coated microspheres 
and pooled antisera,  spiked with polysaccharides  from a  single  serotype  for  inhibition. This 
method  enabled  the  identification  of  all  serotypes  with  negligible  cross  reactivity.  The 
minimal  required concentration of polysaccharides  for  the assay was assessed using  spiked 
polysaccharides in urine and was between 1 and 10 ng/ml urine.  
 
Comparison of qPCR, IMIA and MIA with the conventional methods 
A total of 309 patients were enrolled in this study and in these patients the causative agent of 
CAP was  investigated  using  conventional microbiological methods.  For  211  (68%)  patients, 
blood was available for detection of pneumococci by qPCR and CST was performed if the 
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Table  2.  Serotypes  and  bacterial  load  assessed  in  the  comparison  set  (n=19  samples  of 
bacteremic patients). 
Copies / ml serum 
 
Serotype by Quellung/ 
multiplex PCR 
Capsular type by CST 
on serum 
22319  4  04‐01 
16865  3  03‐01 
15933  19A  19A‐01* 
10243  19A  19A‐01 
9803  3  03‐03 
8260  3  03‐01 
5954  7F  07F‐01 
5767  8  08‐01 
5533  7F  07F‐01 
1961  4  04‐0* 
1852  3  03‐0* 
1804  3  03‐03 
670  NT  no seq. 
656  8  no seq. 
155  5  no seq. 
123  1  no seq. 
122  8  no seq. 
101  9V  no seq. 
92  7F  no seq. 
*Sequence <506 bp. 
No seq., no sequence obtained or not possible to determine the serotype 
 
samples were positive  in  the qPCR. The  IMIA was performed on urine of 223  (72%) of  the 
enrolled CAP patients. The serologic antibody response was assessed on samples of 171 (55%) 
patients. In 64 (21%) patients the pneumococcus was identified as causative agent of CAP by 
at least one conventional microbiological method: blood culture (28/301, 9%), sputum culture 
(15/294,  5%)  and/or  BinaxNOW  urinary  antigen  test  (52/307,  17%)  (Table  3).  In  total,  8% 
(16/211) of patients were positive for pneumococcal infection using the qPCR, 17% (39/223) 
of patients using the  IMIA and 22% (37/171) using the MIA for serologic antibody response. 
The different assays respectively obtained sensitivity of 29% (13 samples were qPCR positive 
of the 45 available samples for qPCR of patients that were positive by any of the conventional 
methods, table 3), 43% (IMIA; 20/47) and 40% (MIA; 19/48) of the pneumococcal pneumonia 
patients identified by conventional methods.  
An additional 36 patients  (56%  increase, 100 patients  in total), who were not recognized as 
pneumococcal CAP patients using the conventional methods, had a positive result  in any of 
the  three  alternative methods.  Four  of  these  patients  had  a  positive  result  in  ≥2  of  the 
alternative test methods. For two patients, samples had a positive result by CST and IMIA, and 
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for two patients, samples had a positive result by MIA and  IMIA (data not shown). The MIA 
and  IMIA  resulted  in similar percentages of positive  samples when conventional  tests were 
negative  (MIA  15%,  18/123;  IMIA  11%,  19/176).  The  qPCR  performed  on  blood  samples 
detected lower number of additional positives (2%, 3/166) (Table 3).  
Comparing  the  results  from  the  assays  that make use of  the  same  clinical materials,  in 20 
patients  for  whom  blood  culture  was  positive  and material  for  qPCR  was  available,  45% 
yielded a positive qPCR  (Table 3).  In contrast,  in blood culture negatives, 2%  (4/184) of  the 
samples were  positive  by  qPCR.  Antibody  responses measured  by MIA  provided  a  similar 
number of positive results compared to blood culture. 43% (9/21) Of the patients that were 
found positive for pneumococci using blood culture, showed an antibody response using MIA. 
Of  BinaxNOW  positive  patients,  41%  (16/39)  had  a  positive  result  in  IMIA  as  well.  An 
additional  13%  (23/184)  of  BinaxNOW  negative  patients  were  tested  positive  by  IMIA. 
Notably,  if  in a patient  the pneumococcal  infection was provisionally diagnosed by  sputum 
culture  (n=15),  the  alternative  tests  yielded  the  lowest number of positive  tests.  The  IMIA 
yielded  the  largest  number  of  positives  if  sputum  cultures  were  negative  (16%  (32/204). 
Specificity of the assays were 84% (32/204;  IMIA vs. Sputum culture) and up to 98% (4/184; 
qPCR vs. blood culture). The cohens κ of agreement between assays ranged from 0.083 (poor; 
Sputum culture vs.  IMIA) and 0.507 (moderate; Blood culture vs. qPCR) and was on average 
0.288 (fair agreement). 
 
Table 3. Contribution of the alternative methods to the diagnosis of pneumococcal CAP. 
       
All conventional 
tests  Blood culture  BinaxNow  Sputum culture 
      Total 
Pos 
N (%) 
Neg 
N (%) 
Pos 
N (%) 
Neg 
N (%) 
Nd 
N 
Pos 
N (%) 
Neg 
N (%) 
Nd 
N 
Pos 
N (%) 
Neg 
N (%) 
Nd 
N 
  Total  309  64  245  28  273  8  52  255  2  15  279  15 
                           
qPCR  Pos  16  13 (29)  3 (02)  9 (45)  4 (2)  3  10 (29)  6 (3)  0  4 (33)  9 (5)  3 
  Neg  195  32 (71)  163 (98)  11 (55)  180 (98)  4  24 (71)  169 (97)  2  8 (67)  176 (95)  11 
  Nd  98  19  79  8  89  1  18  80  0  3  94  1 
                           
IMIA  Pos  39  20 (43)  19 (11)  11 (55)  27 (14)  1  16 (41)  23 (13)  0  3 (38)  32 (16)  4 
  Neg  184  27 (57)  157 (89)  9 (45)  171 (86)  4  23 (59)  161 (86)  0  5 (62)  172 (84)  0 
  Nd  86  17  69  8  75  3  13  71  2  7  75  4 
                           
MIA  Pos  37  19 (40)  18 (15)  9 (43)  26 (10)  2  13 (36)  23 (9)  1  6 (40)  23 (9)  8 
Neg  134  29 (60)  105 (85)  12 (57)  230 (90)  4  23 (64)  222 (91)  1  9 (60)  232 (91)  5 
   Nd  138  16  125  7  17  2  16  10  0  0  24  2 
Pos: positive, Neg: negative, Nd: not done/not available. 
 
Serotypes deduced by alternative methods 
The alternative methods enabled the  identification of the serotypes  in samples from 25% of 
all  CAP  patients  (68  of  278  samples  assessed  using  any  of  the  alternative  methods).  In 
comparison, Quellung could have been performed on the infecting pneumococcus of 14% of 
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patients  (43 of 308 patients were  found positive using blood or sputum culture). There was 
good  concordance between  the  results obtained  in  the  three methods.  Serotypes  3  and  8 
were the most frequently identified pneumococcal serotypes, each found in 15 patients (22%) 
(Table 4). Serotype 1, 9V and 7F were detected  in samples from 7 (10%), 6 (9%) and 3 (4%) 
patients,  respectively.  In  samples  from 16 of  the 68 patients  (24%),  two or more methods 
yielded  identical  serotypes. Once,  the  identical  serotype was detected  in all  three different 
methods.  In  three  cases,  different methods  yielded  conflicting  results.  However,  in  these 
cases ambiguous IMIA results were included with weak signals for multiple serotypes.  
 
Table 4. Distribution of serotypes in this study detected by CST, MIA and IMIA. 
 Serotypes  Frequency1  Percent  CST 
(tested n=16) 
MIA 
(tested n=171) 
IMIA 
(tested n=223) 
3  15  22  3  6  11 
8  15  22  1  10  8 
1  7  10  4  2  6 
9V  6  9  1  2  4 
7F  3  4  0  4  0 
19A  2  3  0  2  1 
4  2  3  1  3  0 
6B  2  3  1  2  1 
12F  1  1  0  1  NA 
14  1  1  0  3  0 
18C  1  1  0  1  0 
23F  1  1  0  0  1 
6A  1  1  0  NA  1 
9N  1  1  0  1  NA 
Ambiguous2  10  15      6 
Total  68  100  11  37  39 
1 Number of the patients infected with a given serotype detected by any of the methods. 
2 No serotype could be determined because of cross  reactivity with multiple serotypes  in  the  IMIA or 
ambiguous results between methods. 
NA. not applicable, serotype could not be assessed using the method 
 
Discussion 
In  this  study,  samples  from  patients  with  CAP  were  used  to  evaluate  the  sensitivity  of 
detection of S. pneumoniae with three different methods and to assess the added value for 
serotyping by non‐culture methods. The advantage of the methods described in this study is 
that  they  can  be  used  after  antibiotic  treatment  and  are  time‐saving,  as  culturing  is  not 
required. To the best of our knowledge, this  is the first study that compares multiple assays 
used for detection and serotyping of pneumococci directly from clinical samples without the 
use of  culture. The  results of  the  three  alternative methods  revealed  considerable overlap 
with the results of the conventional methods. Using the alternative methods, we were able to 
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detect  the  pneumococcus  in  samples  from  56% more  patients  compared  to  conventional 
methods, providing  there were no  false positive  samples. Furthermore, of all patients with 
pneumonia, a pneumococcal serotype was determined  in 25% using PCR/CST, IMIA and MIA 
as  compared  to  14%  in which  an  isolate was  available  for  serotyping  using  conventional 
methods 
In  general,  the  sensitivities  of  the  individual  tests  described  in  this  study  are  in  line with 
similar assays developed by others. In our study, a number of samples were not available for 
each  test.  If only  the patients  for whom all  tests were performed were  included, sensitivity 
and specificity were higher compared to the numbers provided here. However, numbers were 
small and therefore we presented the data from the incomplete sampling.  
In our study we enrolled patients with a pneumococcal CAP and non‐pneumococcal CAP. The 
non‐pneumococcal CAP patients account for the controls and are used to calculate specificity. 
However,  it  would  have  been  valuable  to  include  non‐pneumonia  patients  for  specificity 
calculations.  Conventional  tests  (blood  cultures,  sputum  cultures  and  BinaxNOW  urinary 
antigen test) lack sensitivity and are therefore a far from ideal golden standard for specificity 
calculations. Positive results in the investigated assays for patients with negative results in the 
conventional tests should not be regarded as false‐positive. 
In  a  study by Abdeldaim  et al.,  in CAP patients,  the percentages  (9%) of  lytA PCR positive 
samples was  comparable,  but  sensitivity  of  the  lytA  PCR  compared  to  blood  culture was 
slightly higher.39 Cremers et al. showed a considerable higher number of qPCR positives (68%) 
in adults with blood‐culture proven pneumococcal CAP.16  In a study by Marchese et al., the 
sensitivity of  the  qPCR  compared  to  blood  culture was  considerably  higher,  but  this  study 
included  only  pediatric  patients.  In  pediatric  patients  the  blood  culture  positivity  rate  is 
considerably  lower, which may  be  explained  by  lower  bacterial  load  in  children  and  small 
sample volumes of pediatric patients.40 Also, differences in the amount of template DNA and 
number of PCR cycles could account for the differences  in sensitivity between these studies. 
Also, primers used  in these studies differed from our study. These factors may  influence the 
sensitivity. The detection limit of the qPCR described here is comparable to the proposed CDC 
method, both <10  copies per PCR  reaction.36  In  the  comparison  set  as well  as  the  general 
study, above a specific pneumococcal density threshold CST on clinical specimens  from CAP 
patients  was  successful  and  accurate,  despite  differences  in  study  region,  cohort 
characteristics, clinical specimen, extraction method and qPCR conditions. The qPCR used  in 
this study is based on the previously published qPCRs, described by McAvin et al. for lytA8 and 
Greiner et al. for ply.35 Other detection qPCR for pneumococci have been proposed, targeting 
these or other genes.36,41,42 The  lytA gene has been showed to be highly specific36, whereas 
the ply gene is also carried by other flora normally present in the respiratory tract, such as S. 
mitis  and  S.  oralis,  and  therefore  may  produce  false  positives  in  detection  of 
pneumococci.36,42,43  The  ply  target  was  amplified  in more  samples  compared  to  the  lytA 
target, indicating the non‐specificity of the ply gene and indicating the correct choice of lytA 
as the primary target for the detection of pneumococci. The same was described in the study 
of Palmu et al.42 In our study, 69% of the blood samples with positive result in the qPCR could 
be  assigned  a  serotype  using  CST.  In  the  study  by Marchese  et  al., molecular  serotyping 
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directly  on  blood  was  successful  in  36  of  the  46  (80%)  samples  from  pediatric  patients 
infected  by  pneumococci    confirmed  by  culture  and/or  molecular  test  (real‐time  PCR 
amplification of both  lytA and cpsA genes).17  In another study,  in 73 of the 80 qPCR positive 
blood samples a serotype could be detected from patients of 0‐16 years of age using specific 
PCRs to detect 21 different serotypes.18 The CST has proven to be a valuable method to assess 
the  serotype  of  an  isolate  in  over  3000  isolates  (www.rivm.nl/mpf/spn/cst).27,28  Also,  the 
method  is quick and easy to perform. Because this method  is based on a single gene  in the 
capsular gene locus, some serotypes cannot be distinguished, e.g. serotypes 18B and 18C.  In 
general,  one  of  the  serotypes  with  corresponding  sequence  is  not  common  in  invasive 
pneumococcal disease,  such as  serotype 18B, but we are  currently  improving  this assay  to 
enable  differentiation  between  those  serotypes.  Because  the  PCR  target  of  the  CST  was 
divided in 2 segments to improve sensitivity, some serotypes could no longer be detected by 
this  technique. However,  the undetectable serotypes  (serotypes 10A, 22A, 23A, 24F 25, 38, 
35B) accounted for approximately 4% of IPD after vaccine introduction (data annual report of 
Dutch  pneumococcal  surveillance).  Therefore,  the  increase  in  sensitivity  caused  by  the 
amendment of the original assay outweighed the loss of the detection of these serotypes for 
the Dutch situation. However, in other parts of the world these serotypes may have increased 
after vaccine implementation.44   
The  inhibition  multiplex  immunoassay  (IMIA)  described  here  detects  the  13  serotypes 
included in PCV13 and serotype 8, because of the high incidence of invasive disease caused by 
this serotype. A similar assay was described by Findlow et al. with comparable sensitivity and 
specificity.33 Main differences were  the use of CPS multi as a sorbent and  the use of rabbit 
antisera  instead of  a  reference  serum with  a  limited  supply.  In  a different  study using  the 
Luminex  platform,  a  serotype  detection  system  was  developed  in  an  antigen  capture 
approach.  This  assay  uses  monoclonal  antibodies  coupled  to  the  microspheres  and 
polysaccharide  is  detected  in  urine  with  the  use  of  polyclonal  anti‐polysaccharide 
antibodies.10 The authors showed a high specificity, which was supposed to be a benefit from 
the  use  of  monoclonal  antibodies.  In  an  immune‐inhibition  approach  like  our  method, 
commercially available antiserum is used. The use of commercially available antisera provides 
the possibility to expand the assay easily to detect more serotypes. Specificity and sensitivity 
in the study by Pride et al. were calculated using samples from patients of which the serotype 
of the pneumococcus was known to be a serotype that can be detected by the used assay, in 
contrast to our study. Therefore the accuracy of the tests cannot be compared correctly.  In 
our  study  no  samples  were  available  for  validation  of  the  urinary  assays  such  as  the 
comparison  set  of  blood  samples.  Although  this  is  a  drawback  of  the  study,  the  good 
concordance of serotypes between  the different assays  indicates  the correct assignment of 
serotypes. 
Serotype distribution  in our  study was comparable  to  the  serotype prevalence  recorded by 
our national  surveillance  system on  IPD.45  In other  studies  targeting CAP patients,  serotype 
distribution  was  also  similar,  although  serotype  19A  is  increasingly  detected  in  studies 
conducted a few years after introduction of pneumococcal conjugate vaccine.46 Furthermore, 
distribution of serotypes  is dependent on geography. For  instance,  in contrast to our study, 
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serotype 5 was detected in CAP studies in the USA and UK.46,47 Serotype 5 is mainly found in 
outbreaks  in Europe.48 Of note,  the  serotypes  that are detected  in  surveillance  studies will 
depend on the methods used. For example, urinary antigen assays are often detecting only 13 
or  14  serotypes.10,32  PCRs  performed  on  blood  samples  to  assign  a  serotype  detect more 
serotypes, but this is also limited.17,18,46 
   
Conclusion 
In  this  study we assessed  the use of  three additional methods  to  identify and concurrently 
serotype a pneumococcus infecting patients hospitalized with CAP. Using these methods, we 
detected  the pneumococcus  in  samples  from 56% more patients compared  to  those  found 
based  on  conventional methods. Also, we were  able  to  assign  a  serotype  to  the  infecting 
pneumococcus  from  samples  of  25%  of  the  patients  using  any  of  the  three  methods, 
compared to 14% of isolates obtained by blood and sputum culture suitable to determine the 
serotype by Quellung. This study indicates the usefulness of additional molecular methods to 
conventional  laboratory methods for the detection of pneumococcal pneumonia. Moreover, 
detection  of  pneumococcal  serotypes  directly  from  clinical  samples  may  improve  the 
surveillance of the pneumococcal vaccine effectiveness. 
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Abstract 
The  incidence  of  invasive  pneumococcal  disease  (IPD)  rises  with  age.  Among  adult  IPD 
patients  the  avidity  of  anti‐pneumococcal  polysaccharide  antibodies  against  the  infecting 
serotype increased with age and severity of disease, indicating that susceptibility to IPD in the 
elderly may rather be due to flaws in other aspects of opsonophagocytosis. 
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Background 
Invasive  pneumococcal  disease  (IPD)  causes  an  estimated  1.6  million  deaths  per  year 
worldwide.1 The highest burden of  IPD  is among  the elderly2, and  from  the age of 50,  the 
incidence of IPD increases with age.3 Antibodies directed at the pneumococcal polysaccharide 
(PPS) capsule have shown to be highly protective against IPD in children, as illustrated by high 
effectiveness of pneumococcal conjugate vaccines.4,5 Moreover, in infants the effectiveness of 
pneumococcal  conjugate  vaccines  correlates  with  a  protective  anti‐PPS  antibody 
concentration of ≥0.35 µg/ml.6 In non‐vaccinated adults the anti‐PPS antibody levels generally 
increase with advancing age against a broad spectrum of pneumococcal serotypes.7 However, 
little is known about the functional quality of these anti‐PPS antibodies in elderly. High avidity 
anti‐PPS antibodies have been  reported  to be more effective  in opsonophagocytosis of  the 
pneumococcus  in vitro and  in protecting mice  from  lethal bacteremia.8 Although one  study 
reported  lower  pneumococcal  opsonization  by  naturally  acquired  anti‐pneumococcal 
antibodies  in elderly  (mean age 79 years,  range 65‐97 years) compared  to younger adults9, 
avidity  of  anti‐PPS  antibodies  in  elderly  has  mainly  been  studied  in  the  context  of 
pneumococcal  vaccination.  Despite  an  apparent  decrease  in  functional  quality  of  vaccine‐
elicited antibodies with ageing10,11,  it  is unknown whether the avidity of anti‐PPS antibodies 
actually plays a  role  in  the acquisition and  severity of  IPD  in non‐vaccinated adults.  In  this 
study  we  investigated  whether  unvaccinated  adults  with  a  bacteremic  pneumococcal 
pneumonia  had  a  low  concentration  or  avidity  of  anti‐PPS  antibodies.  In  addition  it  was 
studied whether avidity was negatively associated with age and severity of disease. 
 
Methods 
Twenty‐seven adults hospitalized with a blood culture proven pneumococcal pneumonia at a 
Dutch  hospital  between  January  2009  and  June  2011  from whom  a  stored  serum  sample 
collected  at  the  day  of  admission was  available were  included  in  the  study.  Ages  of  IPD 
patients ranged from 28‐89 years. To assess whether antibody avidities against the  infecting 
serotype were lower in IPD patients compared with healthy adults, a control pool of healthy 
unvaccinated  volunteer  serum was  prepared  by mixing  equal  amounts  of  serum  from  14 
volunteers between 21 and 50 years old. This observational study was approved by the Local 
Medical  Ethics  Committees  of  the  participating  hospitals.  Determination  of  the  anti‐PPS 
antibody  concentrations was  performed  according  to  the WHO  training manual  for  Pn  PS 
ELISA (007sp version).12 Duplicates of the serum samples were pre‐diluted 4 times and further 
diluted  by  12x  twofold  titration.  The  US  Reference  Pneumococcal  antiserum  (89SF  for 
serotypes  8,  9N,  12F  and  20  and  007sp  for  serotypes  1,  3,  4,  7F,  9V,  19A  and  19F) was 
included as a sample  in each microtiter plate. Alongside  this protocol, antibody avidity was 
determined  by  elution  of  one  duplicate  with  2.5  M  sodium  isothiocyanate  (NaSCN),  a 
chaotropic agent that weakens antigen‐antibody  interactions. The avidity  index was defined 
as  the  ratio  between NaSCN  treated  and  untreated  antibody  binding  signals  expressed  in 
concentrations  as  inferred  from  the  reference  serum.  In  IPD  patients  the  serum  IgG 
concentration and avidity against their infecting serotype were determined, as well as for the 
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pooled control serum to each pneumococcal serotype  isolated  from the  IPD patients  in this 
study.  In  addition,  the  serum  IgG  concentration  against  a  non‐infecting  serotype  was 
measured  for  each  IPD  patient.  Serotype  19A was  selected  as  the  non‐infecting  serotype 
because this is a serotype not  included in the 10‐valent conjugate pneumococcal vaccine   to 
which  adults  in  The  Netherlands  are    relatively  frequently  exposed  via  nasopharyngeal 
carriage.13 
 
Results and discussion 
In  41%  of  the  IPD  patients  the  IgG  antibody  concentrations  against  the  infecting  serotype 
were below the pediatric protective level of 0.35 µg/ml at hospital admission compared with 
4%  of  antibody  concentrations  against  a  non‐infecting  serotype  19A  (Fisher  Exact  test 
p=0.0025; Figure 1). 
 
 
Figure  1.  Concentration  of  IgG  antibodies  in  IPD  patients  is  lower  against  the  PPS  of  the  infecting 
serotype compared with PPS 19A (two patients  infected with serotype 19A excluded). Short horizontal 
lines: medians. Dotted line: protective antibody concentration in infants. ** p<0.01. 
 
Because  in adults protective anti‐capsular antibody  levels have never been established and 
might vary by serotype, it is unknown to what extend comparing antibody levels for different 
serotypes is appropriate here. Nonetheless, in comparison to anti‐PPS 19A antibody levels the 
IgG concentrations against the infecting serotypes were particularly low among IPD patients. 
Low antibody  levels against  the  infecting  serotype  indicate  that  the  IPD patients may have 
had a serotype specific deficit  in  IgG antibodies  that made  them vulnerable  to  infection, or 
that  antibodies  against  the  infecting  serotype  had  already  been  expended  at  the  time  of 
hospital admission. A preexisting deficit would be less likely if the avidity of these antibodies 
is similar to those in healthy adults, indicating that the process from antigen presentation to 
affinity maturated antibody production was not disturbed. 
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In IPD patients the median IgG antibody avidity against their infecting serotypes was 0.19. For 
the control pool a similar distribution of  IgG antibody avidities was observed against the 11 
serotypes  considered  (median  0.12, Mann‐Whitney  U  test  p=0.21;  Figure  2).  Notably,  IgG 
antibody concentration and avidity were not inversely correlated in IPD patients (Pearson r=‐
0.01,  p=0.2).  The  similar  antibody  avidity  against  the  infecting  serotype  in  IPD  patients 
compared with healthy controls differs from what was observed in a previous study in which 
lower  avidity  of  antibodies  against  the  infecting  serotype  was  observed.14  An  important 
difference with our study is that in the previous study the healthy adult control group was a 
selection  of  highest  responders  after  23‐valent  pneumococcal  polysaccharide  vaccination, 
whereas our controls were unvaccinated like the IPD patients which may be more informative 
on differences in susceptibility to pneumococcal disease. 
 
 
Figure 2. Similar avidities of anti‐PPS IgG antibodies were measured in IPD patients against the infecting 
serotype  as  compared  to  the  pooled  healthy  control  serum.  Black  bars: median  avidity  of  patients 
infected with a  particular serotype. 
 
More severe bacteremic pneumococcal pneumonia according to PSI Risk Class was associated 
with  increased  IgG  antibody  avidities  against  the  infecting  serotype  (Spearman  r=0.59, 
p=0.0016;  Figure 3A).  Furthermore,  the  IgG  antibody  avidity  against  the  infecting  serotype 
was positively  correlated with  age  (Spearman  r=0.42, p=0.028)  in  IPD patients  (Figure  3B). 
High avidity antibodies result from the process of affinity maturation which requires previous 
exposure  to  the  pneumococcal  polysaccharide  involved.  The  higher  avidity  in  older  IPD 
patients as compared to younger IPD patients may be due to more extensive nasopharyngeal 
pneumococcal carriage. Although among the elderly pneumococcal carriage rates below 10% 
have been reported15‐17, other studies demonstrate increasing carriage rates with senior 
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Figure 3. Avidity of anti‐PPS antibodies  in  IPD patients  increases with PSI Risk Class (panel A) and with 
age  (panel B).  Short horizontal  lines: medians. Abbreviations PSI: pneumonia  severity  index.  Infecting 
serotypes against which IgG avidity is measured are displayed next to the corresponding dot. ** p<0.01. 
 
age.18,19 Moreover, pneumococcal carriage was recently shown to be present in 33% of Dutch 
elderly20 and may still induce an anti‐PPS memory response at this age.21 However, the higher 
avidity of  anti‐PPS  antibodies  in elderly may  also have been elicited  in  the  initial phase of 
pneumococcal infection prior to disease. 
Antibody  avidity may  serve  as  a  surrogate measure  for  other, more  elaborate  functional 
antibody  tests  such  as  in  vitro opsonophagocytic  killing or passive protection  in mice.8,14,22 
However,  it  is  unknown  how  each  of  these  assays  actually  correlate with  protection  from 
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pneumococcal  disease  in  adults.  In  addition,  if  there would  be  a  relationship  it  could  be 
serotype  specific.  To  understand whether  high  avidity  anti‐PPS  antibodies  are  desirable  in 
elderly,  their  functional  consequences  should  be  studied  in  more  detail  in  relation  to 
acquisition  and  severity of disease  in  IPD patients of different  ages  infected with different 
serotypes. 
 
In adult IPD patients we observed an age‐related increase in avidity of antibodies against the 
infecting serotype, indicating that the rise in IPD incidence with ageing is not caused by a lack 
of  avidity  in  anti‐PPS  antibodies.  Therefore,  among  the  elderly  flaws  in  other  aspects  of 
opsonophagocytosis, such as complement activation or  intracellular killing, may play a more 
important role in the increased susceptibility to pneumococcal disease.  
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The major burden of adult pneumococcal infections demands our ongoing attention. Several 
approaches  to  further  reduce morbidity  caused by  adult pneumococcal disease have been 
proposed.  Among  these  are  the  eradication  of  pneumococcal  carriage1  and  the  use  of 
available  vaccines  to  protect  adults  from  pneumococcal  disease.2,3  The  rationale  of  these 
solutions is largely based on knowledge from pediatric pneumococcal carriage and disease. In 
addition, there is an ongoing quest for novel antibiotics4, which can be salutary if we manage 
to optimize their appropriate use. In this thesis we characterized adult pneumococcal carriage 
and disease from a molecular microbiology perspective to better understand what advances 
are needed to contain the course of pneumococcal encounters in adults. 
This chapter provides a summary of the studies performed, and discusses their implications in 
the light of recent advances and future medicine. 
 
Microbial dynamics in adult pneumococcal carriage 
"Protection against pneumococcal pneumonia relies on successful regulation of colonization in 
the nasopharynx..."5 ‐ Stephen Gordon 
 
Interference with pneumococcal carriage may be a way to  limit the burden of disease. Basic 
unanswered  questions  are: what  are microbial  determinants  of  pneumococcal  acquisition, 
how is the course of a carriage episode and how does it influence other microbes resident to 
the  nasopharyngeal  niche?  In  Chapters  2  –  5  we  employed  an  experimental  human 
pneumococcal  carriage  model  to  accurately  map  pneumococcal  carriage  episodes  from 
acquisition  to  clearance.  Healthy  adult  volunteers  received  an  intranasal  pneumococcal 
inoculation alongside frequent collection of nasal wash samples. Our experimental studies in 
healthy adults yielded two major insights. First, pneumococcal carriage is not determined by 
individual members  of  the  nasopharyngeal microbiome,  but  rather  by  the  diversity  of  the 
collective.  Second,  the  density  of  pneumococcal  carriage  episodes  is  restrained  and  it 
fluctuates over the limits of current detection methods. 
 
In Chapter 2 and 5 we explored whether the nasopharyngeal microbiome was associated with 
pneumococcal  acquisition  and whether pneumococcal  acquisition  causes  alterations  in  the 
nasopharyngeal microbiome. We observed that pneumococcal acquisition (as determined by 
culture) was associated with a more diverse microbiome. Experimental carriers more often 
showed alterations  in their microbiome profile compared with those without pneumococcal 
acquisition,  although  they  did  not  specifically  turn  to  Streptococcus  dominated  profiles. 
Moreover,  natural  pneumococcal  carriers  ‐who  were  excluded  from  inoculation‐  had 
particularly  heterogeneous  microbiome  profiles  compared  with  non‐natural  carriers.  The 
presence or density of specific species, OTUs or microbiome profiles in the nasopharynx could 
not be related to acquisition or consequences of pneumococcal carriage, except for a modest 
negative correlation with Staphylococcus species after acquisition of pneumococcal carriage. 
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Therefore, among healthy adults pneumococcal acquisition is more likely to occur in a diverse 
microbiome and appears to promote microbial heterogeneity. 
 
It is conceivable that the intensity of a pneumococcal carriage episode may determine the risk 
of  subsequent  invasive  disease.  In  Chapter  3  and  4 we  compared  two methods  to  assess 
density and duration of pneumococcal carriage episodes: culture and qPCR. Although culture 
is  still  the  gold  standard  for  carriage  detection,  pneumococcal  carriage  was  more  often 
detected using qPCR. Data on pneumococcal density as assessed by the two methods indicate 
that ‐although both measures correlate well‐ qPCR has a lower detection limit which makes it 
the preferred method  for detection of  low density  carriage.  Furthermore, we  showed  that 
carriage densities  fluctuate within one  carriage episode, and  that without detection of  low 
density carriage by qPCR,  the assessment of  the duration and number of carriage episodes 
can be less accurate, both in experimental and in natural pneumococcal carriage. 
 
Chapters  2  –  5  have  contributed  to  our  understanding  of  dynamics  in  commensal 
nasopharyngeal pneumococcal carriage  in healthy adults. Although the number of microbes 
administered  in  the  experimental  model  may  differ  from  natural  exposure,  its 
appropriateness  to  study  the  course  and microbial  consequences  of  experimental  carriage 
was confirmed by its resemblance to naturally acquired carriage. Acquisition of pneumococcal 
carriage  upon  exposure  could  be  seen  as  the  resultant  of  a  battle  between  adherence 
mechanisms by the pneumococcus and clearing mechanisms by the host and other microbes 
resident  to  the  nasopharynx.  If  so,  how  do  we  know  when  this  battle  is  settled?  Our 
observation  that  pneumococcal  density  is  highly  variable  during  the  first  five weeks  of  a 
carriage episode suggests that the battle is ongoing during a major part of a carriage episode. 
Therefore, we  should  realize  that  single measurements may be  subject  to dips or peaks  in 
carriage  density  that  distort  our  interpretation  of  pneumococcal  acquisition.  The  balance 
between  sampling  frequency  and  disturbance  of  natural  homeostasis  in  the  nasopharynx 
hampers  the  level  of  detail  we  can  reach  in  studying  pneumococcal  carriage  episodes. 
However, the nasal wash sampling method applied in the present model allowed for relatively 
frequent  sample  collection,  compared  to  conventional  nasopharyngeal  swab  technique.6 
While  in vitro culture of human samples  is the gold standard for detection of pneumococcal 
carriage,  one  can  argue  whether  this  method  is  representative  for  dynamics  in  the 
nasopharyngeal  niche.  Recently  it  was  described  that  genetically  homogeneous  bacterial 
populations, contain subgroups of members with different metabolic strategies.7 Therefore, a 
change  in metabolic  environment  (i.e.  from  nasopharynx  to  culture medium)  can  result  in 
outgrowth  of  a  different  portion  of  the  population8,9,  which  could  theoretically  skew 
pneumococcal  density  assessment  by  culture.  However,  our  observation  that  estimating 
pneumococcal  density  by  culture  highly  correlates  with  qPCR,  indicates  that  the  relative 
distances between sample densities are not affected by this phenomenon when cultured on a 
rich medium. 
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In healthy adults, pneumococcal acquisition and carriage were associated with high microbial 
diversity  and  heterogeneity  and  little  interaction  between  specific members.  These  results 
suggest  that  reduction  of  diversity  in  the  nasopharyngeal  microbiome  would  limit 
pneumococcal  acquisition.  However,  in  general  such  a  diverse  microbiome  with  low 
interaction  strength  is  thought  to  be  highly  stable  and  little  receptive  to  imbalances  in 
health.10  Perhaps,  for  this  adult  population we  should  actually  reconsider  our  thought  of 
pneumococcal carriage as a detrimental phenomenon that should be eliminated. Whereas a 
'poor'  microbiome  triggers  inflammation,  a  diversified  and  balanced  microbiome  induces 
regulatory  T‐cells  and  a  broad  IgA  repertoire which  fosters  its  diversified  composition.6 As 
such,  for  their  preservation  in  carriage  (their  existence)  pneumococci would  benefit  from 
keeping their density low. And in fact, in adult natural carriers we observed that only a small 
fraction of  the microbiome was occupied by Streptococcal  reads. Pneumoccocci are  indeed 
capable  of  assessing  their  own  population  density  via  quorum  sensing  and,  in  case  of 
crowding, produce proteinaceous toxins that  lyse their equals  in the same niche.11 Whereas 
Gram positive pneumococci are insensitive to lysis via the membrane attack complex (MAC), 
they  do  secrete  peptides  inhibiting  MAC‐formation12  possibly  enhancing  the  presence  of 
other  bacteria  in  their  nasopharyngeal  niche.  Furthermore,  in mice  it  was  observed  that 
pneumococci  elicit  TGF‐β1  production  by  nasopharyngeal  epithelial  cells,  thereby  inducing 
regulatory  T  cells which  facilitate  prolonged,  yet  contained  pneumococcal  carriage. While 
inhibition  of  TGF‐β1  led  to  fierce  inflammation  and  rapid  clearance  of  carriage,  it  was 
accompanied by tissue damage and spread of pneumococci to the lungs.13 This low abundant 
pneumococcal carriage may actually be beneficial to the host as it has been demonstrated to 
elicit a systemic immune response important for protection from invasive disease, and should 
therefore be  intermittently  tolerated.14 Consequently,  instead of eliminating pneumococcal 
carriage,  it may be more appropriate  to control  the density of pneumococcal carriage. The 
interest  for  pneumococcal  carriage  density  as  a  determinant  of  pneumococcal  disease  is 
supported by a  study  in  South African HIV positive patients with CAP. The nasopharyngeal 
pneumococcal density was higher in pneumococcal CAP compared with CAP caused by other 
pathogens and compared with asymptomatic carriers, and was positively associated with the 
severity of pneumococcal CAP.15‐17 The basis of this relationship between carriage density and 
disease is yet unclear. It may be purely distributional, or otherwise might rely on low carriage 
density  limiting  the  odds  for  natural  selection  of  (to  men  unfavorable)  pneumococcal 
variants.18 While  in  adults  high  density  pneumococcal  carriage  is  associated with  disease, 
tolerance of  low density pneumococcal carriage on  the other hand seems  to be protective. 
Therefore, while containing  the density of pneumococcal carriage,  its elimination should be 
avoided. 
 
For  future  pneumococcal  carriage  studies  we  recommend  the  use  of  qPCR  as  it  is more 
sensitive  than  culture  and  molecular  determination  of  the  serotype  and  antibiotic 
susceptibility  are  within  reach.  If  the  present  viability  of  (not  just  exposure  to)  the 
pneumococcus  is  crucial  to  the  research  question  considered,  it  is  recommended  to 
complement qPCR with culture. In the experimental human model pneumococcal acquisition 
SUMMARIZING DISCUSSION 
195 
14	
was determined by the capacity of the pneumococcus to remain viable in the nasopharynx for 
at  least  48  hours  after  inoculation,  avoiding  the  risk  of  early wash  out  of  the  inoculated 
bacteria.  Recently,  sampling  of  the  oropharynx  and  saliva was  demonstrated  to  be more 
sensitive  than  nasopharyngeal  sampling  for  detection  of  pneumococcal  carriage  in 
adolescents and elderly.19,20 If these alternative sampling methods would also provide reliable 
data on pneumococcal concentration  in adults, they could allow for more frequent mapping 
of pneumococcal density over time. Longitudinal sampling revealed that  in some volunteers 
carriage of a specific strain can be ongoing  for many months, yet  rapidly cleared  in others. 
Should  these  carriage  episodes  be  considered  to  be  equally  successful,  or  do  density  and 
duration  affect  the  likelihood  of  pneumococcal  spread  or  invasion? Whereas  carriage  is  a 
known prerequisite for disease, we now developed accurate tools to study which aspects of 
pneumococcal  carriage  and  the  nasopharyngeal  microbiome  influence  the  risk  of 
pneumococcal  transmission  and  disease,  and  how  these  variables  can  be  modified  by 
interventions like vaccination. 
 
Molecular diagnostics and streamlining of antibiotic therapy in adult 
pneumococcal disease 
"Application of molecular diagnostic  techniques has  the potential  to  lead  to more  targeted 
therapy in the face of increasing antibiotic resistance..."21 ‐ Daniel Musher 
 
Early pathogen targeted treatment of blood stream  infections  is required to  limit the use of 
broad  spectrum  antibiotics.22  As  antibiotic  resistance  increases  throughout  the  world, 
immediate  global  action  is urgently needed  to  face  this problem.23  In  the United  States  S. 
pneumoniae resistant to antibiotics  is the most prevalent antibiotic‐resistant microorganism 
that  results  in  1,200,000  infections,  19,000  excess  hospitalizations  and  7,000  deaths 
annually.24 One  important solution  lies  in the rational  (restrained) use of currently available 
antibiotics; an opportunity that is there for the taking.25 Accurate and fast identification of the 
causing pathogen and  its  susceptibility  to antibiotics  is a  condicio  sine qua non  responsible 
antibiotics use can be  implemented.21  In Chapter 6  to 8 we addressed  issues  that currently 
impede  streamlining of antibiotics and described  the design of a  rapid microbiological  test 
that meets requirements for clinical application. 
 
Physicians  may  be  hesitant  to  duly  streamline  antibiotics,  in  fear  of  compromising  an 
individual  patient.  In  Chapter  6 we  studied whether  streamlining  of  antibiotics  affects  the 
outcome of pneumococcal bacteremia.  In a  retrospective cohort study we observed  that  in 
less  than  half  of  the  275  patients  with  a  pneumococcal  bacteremia  antibiotics  were 
streamlined to monotherapy with penicillins after blood culture positivity. After correction for 
potential confounders, streamlining had no significant effect on mortality. Among pneumonia 
cases  specifically,  streamlining was  even  associated with  a  decreased  risk  of  death.  These 
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results  demonstrate  that  streamlining  in  eligible  pneumococcal  bacteremia  cases  is  safe, 
irrespective of patient characteristics, severity of disease or empirical treatment regimen.  
Fast microbiological diagnostic tests may advance the switch to targeted antibiotic treatment, 
or even allow for direct targeted treatment. In Chapter 7 we investigated the diagnostic value 
of  serum  pneumococcal  DNA  detection  in  bacteremic  pneumococcal  infections. 
Pneumococcal  DNA  was  more  often  detected  in  clinical  syndromes  other  than  non‐
complicated pneumonia. A high pneumococcal DNA  load was  related  to more  invasive and 
more  severe disease.  Interestingly, during  the  first days of hospitalization,  the detection of 
pneumococcal  DNA  in  serum  seemed  to  be  unaffected  by  antibiotics  use.  These  results 
indicate  that  determination  of  the  serum  pneumococcal  DNA  load may  provide  a  faster 
alternative  for  blood  culture  especially  in  clinical  syndromes  other  than  non‐complicated 
pneumonia  and  also  after  previous  antibiotics  use.  Recently,  in mice  it was  observed  that 
pneumococcal  bacteremia  density  drops  to  a  bottleneck  after  several  hours  of  circulation, 
probably  sequestered  by  phagocytes  in  the  spleen,  and  can  afterwards  re‐emerge  from  a 
single  bacterium  released  into  the  blood  stream.5  Possibly,  this  explains why  complicated 
pneumococcal  infections  reached  higher  pneumococcal  DNA  loads,  continuously  leaking 
bacteria into the bloodstream. 
Although various biosensor technologies that could greatly support point‐of‐care diagnostics 
are being developed,  the  step  towards market approval and  clinical use  is  challenging.26  In 
Chapter 8 we proposed and demonstrated an assay workflow  for  the  integration of clinical 
requirements  into  a DNA microarray  genotyping  assay  for  the  detection  of  pneumococcal 
DNA  in  blood.  The  initial  design  of  a  biosensor  should  already  take  into  account  the 
incorporation of the assay control strategy and methods to evaluate the performance of each 
assay step. 
 
The advances  in molecular and nanotechnology will enable us to develop accurate,  low‐cost 
point‐of‐care  devices  applicable  in  both  developed  and  developing  countries.  While  we 
investigated the technical and diagnostic value of molecular tools, the next level would be to 
assess their clinical value. These devices should perform equally well or better than current 
diagnostic  tests  and  provide  faster  results.  In  addition,  aspects  such  as  handiness, 
affordability, robustness, and speed are of importance. Next, its implementation should truly 
guide appropriate use of antibiotics, contribute to the  limitation of antibiotic resistance and 
ultimately  improve clinical outcomes. While molecular techniques and devices are becoming 
available,  these  aspects  need  to  be  addressed  to  unveil  the  clinical  potential  of  rapid 
microbiological diagnostic tests. 
 
The problem of antibiotic resistance is obviously not confined to the pneumococcus. Rational 
use  of  antibiotics  needs  to  be  performed  in  all  types  of  infections, worldwide,  inside  and 
outside hospitals. Consequently,  for  all of  these  settings  tailored microbial diagnostics  and 
treatment policies need  to be available. Still,  since pneumococcal  infections are a  frequent 
indication  for  antibiotic  prescriptions  worldwide  and  on  the  other  hand  resistant 
pneumococci are responsible  for thirty percent of deaths due to antibiotic resistance  in the 
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USA24, they provide an excellent model to study what  is to be gained through better use of 
existing antibiotics. 
High antibiotic pressure contributes to antibiotic resistance at various levels. In communities, 
the  level  of  antibiotic  consumption  in  different  areas  has  been  shown  to  correlate  with 
antibiotic  resistance  levels  in  pneumococcal  carriage.27,28  Moreover,  several  studies  have 
observed a drop  in resistant pneumococcal carriage after  limiting the overall prescription of 
antibiotics.29,30 Individuals who recently received antibiotics were themselves shown to be at 
risk  for  carrying  resistant  pneumococci.31,32  Furthermore,  the  likelihood  of  invasive 
pneumococcal disease being caused by a resistant strain was associated with previous use of 
antibiotics by the patient.33 Antibiotic pressure facilitates preservation of resistant strains, but 
may  also  contribute  to  their  emergence.  It  has  been  shown  that  antibiotics  enhance 
competence  in S. pneumoniae34 and  that  its  transformation  rate can be  rapidly adjusted  to 
environmental  factors  such  as  the  level  of  antibiotic  pressure.35,36  Another  reason  why 
bacterial  infections may not adequately  respond  to antibiotics aside  from  resistance,  is  the 
ability  of  a  genetically  homogeneous  bacterial  population  to  partially  pass  into  a  dormant 
state (also called persister population) and as such temporarily avoid antibiotic killing.37 The 
clinical  relevance  of  this  phenomenon  and  the  effect  of  antibiotic  pressure  on  it  are  yet 
unknown. Pneumococcal  vaccination has  led  to  a decrease  in  IPD  caused by penicillin‐non 
susceptible strains, although this decrease was  less steep compared to penicillin‐susceptible 
strains,  resulting  in  a  proportional  increase  in  penicillin  resistant  IPD.38  In  addition,  non 
vaccine serotypes carrying antibiotic  resistance  increased  the proportion of non‐susceptible 
pneumococcal infection in meningitis.39 Evidently, the use of antibiotics has to be tailored to 
prevent  both  emergence  and  maintenance  of  antibiotic  resistance  which  will  enhance 
treatment options for patients with future infections. 
The  expected  benefit  of  targeted  treatment  in  pneumococcal  infections  depends  on  the 
setting of application. Because pneumococcal resistance to penicillins is extremely low in the 
Netherlands,  monotherapy  with  penicillins  is  recommended  as  the  preferred  empirical 
treatment in all but the most severe cases of CAP, aside from specific exceptions.40 Therefore, 
if  full  adherence  to  the  current  guidelines  would  exist,  there  would  be  little  to  gain  by 
streamlining or early diagnostics in pneumococcal infections. However, we observed that the 
prescribed empirical  therapy often  covers a broader  spectrum  than necessary according  to 
the national CAP guidelines. Therefore, also in the Netherlands, we could expect a reduction 
in  the  use  of  broad  spectrum  antibiotics  if  early  pneumococcal  identification would  guide 
(initial)  antibiotic  treatment.  In  settings  with  higher  antibiotic  resistance  levels,  empirical 
antibiotic  therapy  will  generally  be  of  a  broader  spectrum  and  the  number  of  penicillin 
susceptible cases may be lower. However, exactly in such an environment antibiotics need be 
targeted  or  streamlined whenever  possible,  to  reduce  the  overall  antibiotic  pressure  that 
fosters  the  flourish  of  resistant  bacteria.  In  addition,  depletion  of  bacterial  diversity  in  an 
individual's microbiota may  be  less  rigorous when  targeted  antibiotic  therapy  is  applied41 
which could promote maintenance of a relatively healthy flora despite the use of antibiotics.42 
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Taking  one  step  back,  antibiotic  treatment  policies  can  only  be  established  when  the 
epidemiology of pathogens and their resistance patterns  is known. Unfortunately,  in many  ‐
mainly developing‐    countries  these data are not available  in  the  first place43, whereas  the 
burden of  antibiotic  resistance  appears  to be overwhelming  in places where  it has  indeed 
been  measured.44  The  lack  of  surveillance  is  often  due  to  the  absence  of  basic  tools, 
manpower and  logistics. Catch‐up  in surveillance  is urgently needed to facilitate guidance of 
antibiotic  therapy and  to monitor possible  interventions. This process may be aided by  the 
employment of rapid molecular point‐of‐care testing, which requires serious investment too, 
but  may  especially  in  these  settings  provide  logistical  advantages  over  classical 
microbiological detection methods. 
 
Molecular diagnostics are not  likely to fully substitute culture procedures  in the diagnosis of 
invasive  pneumococcal  infections  in  the  near  future.  It  is  expected  that  sensitivity  and 
specificity  of molecular  testing will  soon  be  optimized  to  adequate  levels.  Also  antibiotic 
susceptibility  can  probably  be  accurately  estimated  from  molecular  patterns.45  However, 
molecular diagnostics have one Achilles' heel: evolution driving  genetic heterogeneity. The 
biological specificity and sensitivity of bacterial molecular targets are dynamic by definition, 
and  will  stay  dependent  on  phenotypic  characterization  of  strains  ‐  which  currently  still 
requests culture. Without phenotypic surveillance of isolated pathogens, this shortcoming will 
lead  to  the  ignorance  of  variant  strains  that  carry  alternative  sequences  or  new  antibiotic 
resistance  mechanisms,  especially  in  the  highly  recombinogenic  bacterium  Streptococcus 
pneumoniae. Therefore, although molecular diagnostics may become the new gold standard 
for identification of invasive pneumococcal infections, classical microbiology should remain a 
cornerstone to guarantee  its performance. Still,  in addition to sequencing amplified targets, 
unbiased next‐generation sequencing of patient specimens has recently been demonstrated  
to inform clinical decision making in a clinically relevant time frame.46,47 The additive value of 
such  a  metagenomics  approach  which  may  reveal  microbes  currently  undetected,  to 
infectious disease management is yet to be explored. 
 
While molecular diagnostics do not directly  lower expenses of care,  instant  investments are 
needed if we want to be able to fight infections in the near future. For common urinary tract 
infections  it  was  recently  reported  that  adherence  to  antibiotic  treatment  guidelines 
significantly  shortens  hospital  stay which  holds  an  important  financial  benefit.48 While  our 
study on pneumococcal infections was confined to the effect of streamlining on mortality, to 
assess  the  cumulative  impact  of  molecular  diagnostics  on  quality  of  treatment,  patient 
outcome  and  costs,  a  study  that  includes  all  aspects  of  good  antibiotics  use  (e.g.  timely 
administration, proper empirical coverage, switch to oral antibiotics, proper duration) should 
be performed. More importantly, the way we currently use our antibiotics evidently increases 
antibiotic  resistance worldwide33,49,  increasing  the number of patients  for who we have no 
treatment left to offer, and who are left to suffer the medieval natural course of infection. To 
pharmaceutical  companies  the  incentive  for  development  of  novel  antibiotics  is marginal, 
exactly because of  their  reserved use.22 Via  the  "10  x  '20  Initiative"  the  Infectious Disease 
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Society of America  aspires  to  create  a  global  antibacterial drug  research  and development 
enterprise  that  overcomes  current  issues  in  the  antibiotic  pipeline  and  should  lead  to 
availability of 10 new  antibiotics by 2020.4  Yet,  in  the  coming decade we will probably be 
dependent on  the existing palette of antibiotics: we are  instantly  left with  the challenge  to 
patronize  their  ongoing  effectiveness  by  optimizing  their  appropriate  use.  Could  broad 
implementation of fast molecular diagnostics ‐coupled to a local antibiotic treatment advice‐ 
provide  the major  advance  that  is  so  urgently  needed?  The  studies  we  performed  have 
enhanced  our  knowledge  on  technical,  diagnostic  and  cultural  aspects  of  molecular 
diagnostics and targeted use of antibiotics, bringing them a little closer to clinical practice. 
 
Pneumococcal traits in relation to the clinical manifestation of adult 
pneumococcal disease 
"Improved  understanding  of  the  interplay  between  ecology  and  adaptation  through 
sequencing  programs  may  prove  crucial  to  the  future  control  of  Streptococcus 
pneumoniae..."50 ‐ Stephen Bentley 
 
In adults  it  is  largely unexplored how bacterial traits and host  immune responses contribute 
to the course of pneumococcal infections; which strains should be avoided and what type of 
defense  is desirable to prevent morbidity and mortality among adults? The diversity  in both 
the clinical manifestation of pneumococcal disease and  in the pneumococcal genome raises 
the question whether the phenotype of IPD may originate from the pneumococcal genotype. 
Previous  studies  were mainly  focused  on  the  role  of  the  pneumococcal  capsule.  Indeed, 
pneumococcal  serotype appeared    to be  related  to  clinical epidemiology51 and outcome of 
disease.52,53 In addition, serotypes seem to differ in invasiveness; their relative occurrence in 
IPD compared to their carriage rates.54,55 Interestingly, also underneath equal capsules clonal, 
intraclonal and even  single nucleotide variants have been  shown  to mediate differences  in 
this  invasive disease potential.6,56‐58 These findings could  imply that serotypes have acted as 
proxies  for genetic variants  that are  in  fact more directly  related  to disease phenotypes.  In 
Chapter 9 to 13 we employed a retrospective cohort study to investigate how pneumococcal 
serotype and genetic background are related to the susceptibility to and clinical presentation 
of adult IPD, and how these changed upon pediatric pneumococcal vaccination. Culture free 
diagnostic methods were  explored  to  identify  these  pneumococcal  characteristics  directly 
from patient material. In addition, the avidity of anti‐pneumococcal antibodies was studied in 
relation to the course adult IPD. 
 
The pneumococcal serotypes included in the 7‐valent pneumococcal conjugate vaccine (PCV7) 
not  only  disappeared  as  a  cause  of  invasive  pneumococcal  infections  in  children,  but  also 
waned  in adult  infections due  to herd  immunity.59‐61  In Chapter 9 we  investigated whether 
this change in invasive serotypes affected the severity of pneumococcal pneumonia caused in 
adults.  After  pediatric  PCV7  vaccination,  adult  bacteremic  pneumococcal  pneumonia  was 
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more  frequently  caused  by  serotype  1  or  7F  and  pleural  effusion  occurred  more  often. 
Although  clinical  severity  remained  higher  among  adults  infected  with  PCV7  serotypes, 
mortality  rates  equalized  between  PCV7  and  non  PCV7  types.  A  proposed mechanism  for 
pneumococcal strains to escape from vaccine pressure is via incorporation of a capsule locus 
coding  for a different serotype  (capsular switch).  In Chapter 10 we determined the number 
and type of capsular switches that occurred before and after pediatric PCV7 vaccination in the 
adult  invasive  pneumococcal  disease  strains.  The  phylogeny  of  the  core  genome  of  350 
pneumococcal genomes, representative of the Dutch IPD population observed between 2000‐
2011,  revealed  a  clustering  that  was  strongly  related  to  the  capsular  serotype.  Capsular 
switches  ‐genomes  within  a  phylogenetic  cluster  that  displayed  an  alien  serotype‐  were 
observed at a similar rate before and after pediatric vaccination, and showed acquisition of 
both  vaccine  and  non‐vaccine  capsular  serotypes.  Moreover,  all  the  observed  capsular 
switches  involved simultaneous horizontal transfer of additional virulence factors along with 
the  capsule  locus.  Therefore,  the  origin  of  capsular  switches  in  adult  IPD  is  unlikely  to  be 
induced by vaccine pressure. Shortly after the introduction of PCV7 a drop in diversity of the 
accessory  genome was observed.  In  the  following  years  the  accessory  gene pool  again  re‐
expanded, mainly by re‐emergence of formerly circulating genes. Serotype replacement due 
to PCV7 only marginally  changed  the  composition of  the  gene pool  among  strains  causing 
adult  IPD, which  is  in  line with  a  previous  study  performed with  pediatric  pneumococcal 
carriage strains. This observed stability in accessory gene pool suggests that either there is a 
lack of selective pressure on this pool, or that the strains circulating  in both carriage and  in 
disease employ this pool to be specifically equipped to prosper in their niche. 
In  Chapter  11  we  studied  whether  the  proposed  pneumococcal  virulence  factor  zinc 
metalloproteinase  C  (ZmpC)  was  associated  with  the  severity  of  human  pneumococcal 
infections. The zmpC gene was identified in 21% of 542 IPD strains included. Patients infected 
with  ZmpC  positive  strains  showed  increased  rates  of  smoking  history,  sepsis  and  ICU 
admission, and particularly often  suffered  from cough and dyspnoea. Despite  the observed 
association  between  zmpC  and  more  severe  disease,  the  relative  contribution  of 
pneumococcal genes to severity of disease in humans should be assessed via a whole genome 
approach. 
In  Chapter  12 we  demonstrated  an  increase  in  the  number  of  pneumococcal  pneumonia 
patients  for  who  the  infecting  pneumococcal  serotype  could  be  determined  when  using 
several methods that do not depend on culture of the pneumococcal strain. Furthermore, this 
study demonstrated the possibility to determine the pneumococcal genotype directly from a 
patient’s blood specimen. 
We studied  in Chapter 13 whether the  increasing  incidence of pneumococcal pneumonia  in 
the  elderly  may  be  due  to  a  lack  of  circulating  antibodies  with  high  avidity  against  the 
infecting  serotype.  Compared  with  healthy  adults,  the  concentration  of  IgG  antibodies 
directed against  the capsule of  the  infecting serotype was  lower  in adults hospitalized with 
IPD. However, the avidity of these antibodies  in  IPD patients was comparable to the control 
group  and  actually  increased with  severity  of  disease  and with  age.  Thus,  the  increasing 
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susceptibility to pneumococcal infections with age is unlikely to be due to a lack of avidity in 
anti‐capsular antibodies. 
 
From Chapters 9 – 13 we have  learned that pneumococcal characteristics  like serotype and 
the presence of ZmpC are related to the clinical manifestation of disease. Whether this  is a 
direct effect of the pneumococcus on its host, or it is a host characteristic that mediates both 
susceptibility to specific pneumococci and propensity to follow a certain course of disease is 
unknown. There  is evidence  for both ways. For example,  in our cohort a husband and wife 
who got infected with the same pneumococcus followed a virtually identical course of disease 
despite  their differences  in age  (15y), gender,  race and comorbidities  (data not shown). On 
the  other  hand,  serotype  1  is  known  to  infect  relatively  healthy  young  adults62,  generally 
facilitated  for  example  by  an  influenza  infection63,  and  causes  mild  disease.64  Moreover, 
pneumococcal  outbreaks  have  shown  to  affect  specific  populations  like  young  substance 
abusers65‐70, elderly ‐leaving the health care workers surrounding them unaffected‐71, or those 
patients on a respiratory ward who had an exacerbation of COPD.72,73 
The  relative  importance  of  certain  pneumococcal  traits  should  firstly  be  studied  in  the 
background of all concurrent genes and gene variants on the pneumococcal genome itself.74 
Next, a systems biology approach would require a  large cohort to elucidate the contribution 
of essential pathogen and host characteristics to the clinical manifestation of disease.75 Still, 
the notion that pneumococcal traits are connected to the manifestation of disease they cause 
may have important implications for prevention of disease. So far, we only have been capable 
of producing universally effective pneumococcal vaccines that target a selection of circulating 
pneumococcal  strains.  Mass  vaccination  with  these  vaccines  has  led  to  replacement  by 
pneumococcal  variants  or  other  pathogens  that  currently  abrogate  the  benefits  of 
pneumococcal vaccination. Future adult pneumococcal vaccines may  take  the advantage of 
being  tailored  to  targeting  specific  pneumococcal  traits  related  to  severe  disease,  and  to 
protection of specific risk groups. As such, we may cover all adults in their specific needs for 
protection, while reducing the overall selective pressure put on the pneumococcal population 
as  a  whole,  limiting  space  for  replacement.  Whatever  approach  we  take,  the  risk  of 
recombinogenic  pneumococci  evolving  their way  around will  always  be  there.  As  costs  of 
microbial whole genome  sequencing are decreasing,  its availability  in diagnostic and public 
health microbiology will soon be reality.76 Rapid whole genome sequencing has been proven 
to  be  highly  useful  in  surveillance  of  bacterial  outbreaks.77 We  suggest  the  use  of whole 
genome  sequencing  to  survey  pneumococcal  population  dynamics,  as  this  could  provide  a 
projectile on the characteristics of disease, facilitating effective prevention and management 
of  IPD.  In addition, we have demonstrated the potential of sequencing pneumococcal genes 
directly from patient material, omitting culture delays. 
 
In addition to successful prevention of pneumococcal disease  in children, the efficacy of the 
13‐valent  conjugated  pneumococcal  vaccine  in  elderly  was  demonstrated  to  be  45%  for 
vaccine type pneumococcal CAP and 75%  for vaccine type  IPD46  in the  'CAPiTA' randomized 
controlled  trial.78  Despite  this  reduction  in  pneumococcal  morbidity,  no  difference  in 
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mortality was observed between the vaccine and placebo group.79 After the  introduction of 
conjugate vaccination  the  rate and density80 of carriage by vaccine  type pneumococci have 
decreased, which may have  contributed  to a deceased  risk of vaccine  type  IPD  in  children. 
More  importantly, evidence for  inter age group transmission of the pneumococcus emerged 
while  investigating  the effect of pediatric PCV7  vaccination on  carriage among elderly.81  In 
The Netherlands during the seven years after  implementation of pediatric PCV7 vaccination, 
also in adults vaccine type IPD tapered drastically.82 Therefore, mass adult vaccination against 
serotypes similar to that in previously implemented pediatric vaccination programs may hold 
little additive value. Nevertheless, also among elderly the conjugated pneumococcal vaccine 
appears  to  directly  prevent  disease. What  is  it  exactly  that  confers  this  protection  from 
(severe) pneumococcal disease in adults? In children, the serotype‐specific IgG concentration 
previously  set  as  the  correlate  of  protection  during  licensing  of  conjugate  vaccines,  now 
appears to differ widely between serotypes, and opsonophagocytic titers apparently do not 
predict protection.83 Our results suggest that probably it  is not an  increase  in avidity of anti‐
capsular antibodies that confers protection either. Whether the actual formula for protection 
from pneumococcal disease lies in trained innate immunity84 or other aspects of the adaptive 
immune response again remains to be elucidated. 
 
The ageing host 
"Present knowledge about alteration of host‐pathogen  interactions by  immunosenescence  in 
the respiratory tract is insufficient, and more research is needed to enable improved measures 
for prevention..."20 ‐ Debby Bogaert 
Knowledge  of  adult  pneumococcal  infections  has  rapidly  expanded  recently,  which  now 
enables us to compare pneumococcal pathogenesis at different ages. Pneumococcal carriages 
rates are much lower in adults compared to children, and again increase a little above the age 
of  50.85‐90  Notably,  absolute  rates  of  pneumococcal  carriage may  simply  reflect  detection 
limits,  which  is  supported  by  two  pediatric  pneumococcal  carriage  studies.  The  first 
demonstrated  that pneumococcal serotypes carried at higher densities are more  frequently 
detected.47  The  second  showed  that  vaccine  serotypes  not  only  decreased  in  carriage 
prevalence after introduction of pneumococcal vaccination, yet also in carriage density.80 Still, 
the  relative  carriage  rates  at  different  ages  have  consistently  been  found  among  various 
studies.  In adults  the duration of a carriage episode appears  to be  shorter as compared  to 
children.91 Also the density of pneumococcal carriage is lower in adults both in absolute count 
92 as well as in the proportion of the microbiome that is occupied by the pneumococcus.93 It 
appears that in children a high density of pneumococcal carriage accepted, whereas in adults 
density  of  carriage  is  kept  at  a  low  level;  as  if  they  confer  resistance  against  high  density 
carriage.94  These  changes  in  carriage  characteristics  with  age  could  imply  age‐specific 
susceptibility to pneumococcal disease. 
SUMMARIZING DISCUSSION 
203 
14	
In  children  the  risk of disease  could well be  explained by  a  general  lack of  resistance  and 
therefore overgrowth of pneumococci95 that make them vulnerable to disease, despite their 
generally  high  tolerance  of  high  and  harmless  pneumococcal  carriage  densities.  The 
decreased risk of vaccine type IPD after pediatric pneumococcal vaccination may party be due 
to the decreased density of vaccine type carriage.80 Young adults have the highest resistance 
against  carriage,  and  a  medium  tolerance  of  pneumococcal  carriage  density.  They  only 
progress  to  IPD  in  case  they  break  through  resistance  and  low  density  carriage,  via  a 
concurrent  influenza  infection96,  intense  exposure  to  pneumococci  (from  their  young 
children), impaired immunity during pregnancy97 or a fierce type of pneumococcus: a flaw in 
resistance. Adults over the age of fifty still have medium to high resistance against density of 
carriage.  However,  IPD  incidence  rises  disproportionally  to  the  rise  in  carriage,  pointing 
towards a decreased tolerance as the cause of IPD in this age category. Indeed, the number of 
comorbidities  rises with age and many of  them weaken  the barriers  to  invasive disease.  In 
addition, little pneumococcal damage is easily perceived as a threat that will elicit a more or 
less effective immune response at this age, which could benefit either host or pathogen.20 The 
model described above could assist our approach in how to prevent pneumococcal disease at 
different ages. For example, according to the model it is questionable whether a decrease in 
carriage density would prevent  IPD  in the elderly, whereas  in children and young adults this 
could  exactly  be  the  key  to  prevention.  Since  pneumococci  and  their  hosts  are  highly 
heterogeneous  especially with  advancing  age,  key  questions  remain: who  do we want  to 
protect and from what? 
 
Concluding remarks 
The  studies  described  in  this  thesis  provide  new  insight  into  the  relationship  between 
molecular  dynamics  and  the  clinical  course  of  adult  pneumococcal  infections,  from 
nasopharyngeal  carriage  to  invasive  disease.  They  have  extended  our  knowledge  on 
molecular  aspects  of  adult  pneumococcal  carriage  and  disease  that  will  support  future 
strategies to limit the burden of disease. 
Recent advancements in molecular analytic techniques have provided a wealth of data. How 
to handle and interpret big data sets is currently under debate in many areas of research, as it 
is in molecular and medical microbiology. We have to bear in mind that a measurement of a 
certain phenomenon  is  just a single reflection that depends heavily on the method applied. 
The finest test to whether our individual observations are true deviations from  stochastics, is 
to  share  visions  and  return  to  the  bedside;  two  tests  that  do  not  always  come  naturally, 
demand special efforts, yet pave the way to true advances in health. 
The clinical relevance of measuring microbes by culture‐free methods is now to be discovered 
both in pneumococcal carriage and disease. In the nasopharynx, we need to identify whether 
particular microbial interactions indeed facilitate infection, or that it is a microbiome allowing 
interactions  in the first place that  is prone to  imbalances and overgrowth. Although qPCR  is 
more sensitive in surveillance of carriage than culture, the clinical meaning of detection limits 
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is not yet  fully understood. Next‐generation sequencing techniques have paved the way  for 
microbial genomics and metagenomics, areas which will reveal novel insight in the evolution 
and distribution of infectious diseases. Discovering the potential of molecular diagnostics for 
surveillance and guidance of targeted therapy  in pneumococcal disease has highest priority, 
while  antibiotic  resistance  embodies  a  serious  threat  to  modern  health  care.  The 
pathophysiology  of  pneumococcal  infections  is  related  to  the  genetic  background  of 
pneumococcal  strains,  and  probably  varies  throughout  the  life  span  of  the  human  host. 
Therefore,  one  strategy  of  prevention  is  unlikely  to  fit  all.  To  contain  the  course  of 
pneumococcal encounters,  in addition  to mass  roll out of pediatric  vaccination, prevention 
among adults will require more tailored strategies. 
 
 
References 
1.  Malley, R. Antibody  and  cell‐mediated  immunity  to  Streptococcus pneumoniae:  implications  for 
vaccine development. J Mol Med (Berl) 88, 135‐42 (2010). 
2.  van Deursen, A.M.  et  al.  Invasive  pneumococcal  disease  and  7‐valent  pneumococcal  conjugate 
vaccine, the Netherlands. Emerg Infect Dis 18, 1729‐37 (2012). 
3.  Weil‐Olivier,  C.  &  Gaillat,  J.  Can  the  success  of  pneumococcal  conjugate  vaccines  for  the 
prevention of pneumococcal diseases  in children be extrapolated  to adults? Vaccine 32, 2022‐6 
(2014). 
4.  Boucher, H.W. et al. 10 x  '20 Progress‐‐development of new drugs active against gram‐negative 
bacilli:  an  update  from  the  Infectious  Diseases  Society  of  America.  Clin  Infect  Dis  56,  1685‐94 
(2013). 
5.  Jambo,  K.C.,  Sepako,  E.,  Heyderman,  R.S.  &  Gordon,  S.B.  Potential  role  for  mucosally  active 
vaccines against pneumococcal pneumonia. Trends Microbiol 18, 81‐9 (2010). 
6.  Croucher, N.J. et al. Dominant role of nucleotide substitution  in the diversification of serotype 3 
pneumococci over decades and during a single infection. PLoS Genet 9, e1003868 (2013). 
7.  Solopova, A. et al. Bet‐hedging during bacterial diauxic shift. Proc Natl Acad Sci U S A 111, 7427‐32 
(2014). 
8.  Hathaway,  L.J. et al. Capsule  type of  Streptococcus pneumoniae determines growth phenotype. 
PLoS Pathog 8, e1002574 (2012). 
9.  Kotte, O.,  Volkmer,  B.,  Radzikowski,  J.L. & Heinemann, M.  Phenotypic  bistability  in  Escherichia 
coli's central carbon metabolism. Mol Syst Biol 10, 736 (2014). 
10.  McCann, K.S. The diversity‐stability debate. Nature 405, 228‐33 (2000). 
11.  Claverys,  J.P. & Havarstein,  L.S. Cannibalism and  fratricide: mechanisms and  raisons d'etre. Nat 
Rev Microbiol 5, 219‐29 (2007). 
12.  Blom,  A.M.,  Bergmann,  S.,  Fulde,  M.,  Riesbeck,  K.  &  Agarwal,  V.  Streptococcus  pneumoniae 
phosphoglycerate kinase is a novel complement inhibitor affecting the membrane attack complex 
formation. J Biol Chem (2014). 
13.  Neill, D.R.  et  al. Density  and  duration  of  pneumococcal  carriage  is maintained  by  transforming 
growth factor beta1 and T regulatory cells. Am J Respir Crit Care Med 189, 1250‐9 (2014). 
14.  Goldblatt, D. et al. Antibody responses to nasopharyngeal carriage of Streptococcus pneumoniae in 
adults: a longitudinal household study. J Infect Dis 192, 387‐93 (2005). 
15.  Albrich,  W.C.  et  al.  Use  of  a  rapid  test  of  pneumococcal  colonization  density  to  diagnose 
pneumococcal pneumonia. Clin Infect Dis 54, 601‐9 (2012). 
16.  Albrich, W.C. et al. Pneumococcal colonisation density: a new marker for disease severity  in HIV‐
infected adults with pneumonia. BMJ Open 4, e005953 (2014). 
17.  Wolter, N. et al. High Nasopharyngeal Pneumococcal Density,  Increased by Viral Coinfection,  Is 
Associated With Invasive Pneumococcal Pneumonia. J Infect Dis (2014). 
SUMMARIZING DISCUSSION 
205 
14	
18.  Li, Y., Thompson, C.M., Trzcinski, K. & Lipsitch, M. Within‐host selection  is  limited by an effective 
population  of  Streptococcus  pneumoniae  during  nasopharyngeal  colonization.  Infect  Immun  81, 
4534‐43 (2013). 
19.  Principi, N.  et  al. Oropharyngeal  and  nasopharyngeal  sampling  for  the  detection  of  adolescent 
Streptococcus pneumoniae carriers. J Med Microbiol 63, 393‐8 (2014). 
20.  Krone, C.L.,  van de Groep, K., Trzcinski, K., Sanders, E.A. & Bogaert, D.  Immunosenescence and 
pneumococcal disease: an  imbalance  in host‐pathogen  interactions. Lancet Respir Med 2, 141‐53 
(2014). 
21.  Musher,  D.M.  &  Thorner,  A.R.  Community‐acquired  pneumonia.  N  Engl  J  Med  371,  1619‐28 
(2014). 
22.  Nathan,  C. &  Cars, O. Antibiotic  Resistance  ‐  Problems,  Progress,  and  Prospects. N  Engl  J Med 
(2014). 
23.  Laxminarayan, R. et  al. Antibiotic  resistance‐the need  for  global  solutions.  Lancet  Infect Dis 13, 
1057‐98 (2013). 
24.  U.S. Centers for Disease Control and Prevention. Antibiotic resistance threats in the United States, 
2013. (2014). 
25.  Slama, T.G. et al. A clinician's guide to the appropriate and accurate use of antibiotics: the Council 
for Appropriate and Rational Antibiotic Therapy  (CARAT) criteria. Am  J Med 118 Suppl 7A, 1S‐6S 
(2005). 
26.  Myers,  J.E., El‐Sadr, W.M., Zerbe, A. & Branson, B.M. Rapid HIV  self‐testing:  long  in coming but 
opportunities beckon. AIDS 27, 1687‐95 (2013). 
27.  Kristinsson, K.G. Epidemiology of penicillin resistant pneumococci in Iceland. Microb Drug Resist 1, 
121‐5 (1995). 
28.  Arason, V.A. et al. Do antimicrobials increase the carriage rate of penicillin resistant pneumococci 
in children? Cross sectional prevalence study. BMJ 313, 387‐91 (1996). 
29.  Kristinsson, K.G. Effect of antimicrobial use and other  risk  factors on antimicrobial  resistance  in 
pneumococci. Microb Drug Resist 3, 117‐23 (1997). 
30.  Nowak, R. Hungary sees an improvement in penicillin resistance. Science 264, 364 (1994). 
31.  Yagupsky,  P.  et  al.  Acquisition,  carriage,  and  transmission  of  pneumococci  with  decreased 
antibiotic susceptibility in young children attending a day care facility in southern Israel. J Infect Dis 
177, 1003‐12 (1998). 
32.  Brook, I. & Gober, A.E. Prophylaxis with amoxicillin or sulfisoxazole for otitis media: effect on the 
recovery of penicillin‐resistant bacteria from children. Clin Infect Dis 22, 143‐5 (1996). 
33.  Kuster,  S.P.  et  al.  Previous  antibiotic  exposure  and  antimicrobial  resistance  in  invasive 
pneumococcal disease: results from prospective surveillance. Clin Infect Dis 59, 944‐52 (2014). 
34.  Slager,  J.,  Kjos,  M.,  Attaiech,  L.  &  Veening,  J.W.  Antibiotic‐induced  replication  stress  triggers 
bacterial competence by increasing gene dosage near the origin. Cell 157, 395‐406 (2014). 
35.  Evans,  B.A.  &  Rozen,  D.E.  Significant  variation  in  transformation  frequency  in  Streptococcus 
pneumoniae. ISME J 7, 791‐9 (2013). 
36.  Chewapreecha,  C.  et  al.  Dense  genomic  sampling  identifies  highways  of  pneumococcal 
recombination. Nat Genet 46, 305‐9 (2014). 
37.  Levin, B.R. Microbiology. Noninherited resistance to antibiotics. Science 305, 1578‐9 (2004). 
38.  Kyaw, M.H. et al. Effect of introduction of the pneumococcal conjugate vaccine on drug‐resistant 
Streptococcus pneumoniae. N Engl J Med 354, 1455‐63 (2006). 
39.  Hsu, H.E. et al. Effect of pneumococcal conjugate vaccine on pneumococcal meningitis. N Engl  J 
Med 360, 244‐56 (2009). 
40.  Wiersinga,  W.J.  et  al.  SWAB/NVALT  (Dutch  Working  Party  on  Antibiotic  Policy  and  Dutch 
Association  of  Chest  Physicians)  guidelines  on  the  management  of  community‐acquired 
pneumonia in adults. Neth J Med 70, 90‐101 (2012). 
41.  Dubourg, G. et al. Culturomics and pyrosequencing evidence of  the  reduction  in gut microbiota 
diversity in patients with broad‐spectrum antibiotics. Int J Antimicrob Agents 44, 117‐24 (2014). 
42.  Modi, S.R., Collins, J.J. & Relman, D.A. Antibiotics and the gut microbiota. J Clin Invest 124, 4212‐8 
(2014). 
CHAPTER 14 
206 
14	
43.  Vernet, G. et al. Surveillance for antimicrobial drug resistance in under‐resourced countries. Emerg 
Infect Dis 20, 434‐41 (2014). 
44.  Reardon, S. Antibiotic resistance sweeping developing world. Nature 509, 141‐2 (2014). 
45.  Zumla,  A.  et  al.  Rapid  point  of  care  diagnostic  tests  for  viral  and  bacterial  respiratory  tract 
infections‐needs, advances, and future prospects. Lancet Infect Dis (2014). 
46.  Wilson, M.R. et al. Actionable diagnosis of neuroleptospirosis by next‐generation  sequencing. N 
Engl J Med 370, 2408‐17 (2014). 
47.  Naccache,  S.N.  et  al.  A  cloud‐compatible  bioinformatics  pipeline  for  ultrarapid  pathogen 
identification  from  next‐generation  sequencing  of  clinical  samples.  Genome  Res  24,  1180‐92 
(2014). 
48.  Spoorenberg,  V.,  Hulscher,  M.E.,  Akkermans,  R.P.,  Prins,  J.M.  &  Geerlings,  S.E.  Appropriate 
antibiotic use for patients with urinary tract  infections reduces  length of hospital stay. Clin Infect 
Dis 58, 164‐9 (2014). 
49.  Costelloe, C., Metcalfe, C.,  Lovering, A., Mant, D. & Hay, A.D. Effect of  antibiotic prescribing  in 
primary  care  on  antimicrobial  resistance  in  individual  patients:  systematic  review  and  meta‐
analysis. BMJ 340, c2096 (2010). 
50.  Croucher, N.J. et al. Rapid pneumococcal evolution  in  response  to clinical  interventions. Science 
331, 430‐4 (2011). 
51.  Hausdorff, W.P.,  Feikin, D.R. & Klugman, K.P. Epidemiological differences  among pneumococcal 
serotypes. Lancet Infect Dis 5, 83‐93 (2005). 
52.  Weinberger,  D.M.  et  al.  Association  of  serotype  with  risk  of  death  due  to  pneumococcal 
pneumonia: a meta‐analysis. Clin Infect Dis 51, 692‐9 (2010). 
53.  Grabenstein,  J.D. & Musey,  L.K. Differences  in  serious  clinical  outcomes  of  infection  caused  by 
specific pneumococcal serotypes among adults. Vaccine 32, 2399‐405 (2014). 
54.  Hanage, W.P.  et  al.  Invasiveness  of  serotypes  and  clones  of  Streptococcus  pneumoniae  among 
children in Finland. Infect Immun 73, 431‐5 (2005). 
55.  Kronenberg, A., Zucs, P., Droz, S. & Muhlemann, K. Distribution and invasiveness of Streptococcus 
pneumoniae serotypes in Switzerland, a country with low antibiotic selection pressure, from 2001 
to 2004. J Clin Microbiol 44, 2032‐8 (2006). 
56.  Brueggemann,  A.B.  et  al.  Clonal  relationships  between  invasive  and  carriage  Streptococcus 
pneumoniae and serotype‐ and clone‐specific differences in invasive disease potential. J Infect Dis 
187, 1424‐32 (2003). 
57.  Sa‐Leao,  R.  et  al. Analysis  of  invasiveness  of  pneumococcal  serotypes  and  clones  circulating  in 
Portugal before widespread use of conjugate vaccines reveals heterogeneous behavior of clones 
expressing the same serotype. J Clin Microbiol 49, 1369‐75 (2011). 
58.  Browall,  S.  et  al.  Intraclonal  variations  among  Streptococcus  pneumoniae  isolates  influence  the 
likelihood of invasive disease in children. J Infect Dis 209, 377‐88 (2014). 
59.  Miller,  E., Andrews, N.J., Waight, P.A.,  Slack, M.P. & George, R.C. Herd  immunity  and  serotype 
replacement  4  years  after  seven‐valent  pneumococcal  conjugate  vaccination  in  England  and 
Wales: an observational cohort study. Lancet Infect Dis 11, 760‐8 (2011). 
60.  von Gottberg, A. et al. Effects of vaccination on invasive pneumococcal disease in South Africa. N 
Engl J Med 371, 1889‐99 (2014). 
61.  Spijkerman,  J.  et  al.  Long‐term  effects  of  pneumococcal  conjugate  vaccine  on  nasopharyngeal 
carriage of S. pneumoniae, S. aureus, H. influenzae and M. catarrhalis. PLoS One 7, e39730 (2012). 
62.  Van Mens, S.P. et al.  Increased  incidence of serotype‐1  invasive pneumococcal disease  in young 
female adults in The Netherlands. Epidemiol Infect 142, 1996‐9 (2014). 
63.  Weinberger,  D.M.  et  al.  Serotype‐specific  effect  of  influenza  on  adult  invasive  pneumococcal 
pneumonia. J Infect Dis 208, 1274‐80 (2013). 
64.  Ritchie, N.D., Mitchell, T.J. & Evans, T.J. What  is different about serotype 1 pneumococci? Future 
Microbiol 7, 33‐46 (2012). 
65.  Schillberg,  E.  et  al.  Outbreak  of  invasive  Streptococcus  pneumoniae  serotype  12F  among  a 
marginalized  inner‐city  population  in  Winnipeg,  Canada,  2009‐2011.  Clin  Infect  Dis  59,  651‐7 
(2014). 
SUMMARIZING DISCUSSION 
207 
14	
66.  Vanderkooi,  O.G.,  Church,  D.L.,  MacDonald,  J.,  Zucol,  F.  &  Kellner,  J.D.  Community‐based 
outbreaks  in vulnerable populations of  invasive  infections  caused by Streptococcus pneumoniae 
serotypes 5 and 8 in Calgary, Canada. PLoS One 6, e28547 (2011). 
67.  Mercat, A., Nguyen, J. & Dautzenberg, B. An outbreak of pneumococcal pneumonia in two men's 
shelters. Chest 99, 147‐51 (1991). 
68.  Romney, M.G. et al. Large community outbreak of Streptococcus pneumoniae serotype 5 invasive 
infection in an impoverished, urban population. Clin Infect Dis 47, 768‐74 (2008). 
69.  Gratten,  M.  et  al.  An  outbreak  of  serotype  1  Streptococcus  pneumoniae  infection  in  central 
Australia. Med J Aust 158, 340‐2 (1993). 
70.  Hoge,  C.W.  et  al.  An  epidemic  of  pneumococcal  disease  in  an  overcrowded,  inadequately 
ventilated jail. N Engl J Med 331, 643‐8 (1994). 
71.  Kuroki, T. et al. Outbreak of Streptococcus pneumoniae serotype 3 pneumonia in extremely elderly 
people in a nursing home unit in Kanagawa, Japan, 2013. J Am Geriatr Soc 62, 1197‐8 (2014). 
72.  Skoczynska, A. et al. Nosocomial outbreak of Streptococcus pneumoniae Spain9VST15614 clone in 
a pulmonary diseases ward. Pol Arch Med Wewn 122, 361‐6 (2012). 
73.  Weiss,  K.  et  al. A nosocomial outbreak of  fluoroquinolone‐resistant  Streptococcus  pneumoniae. 
Clin Infect Dis 33, 517‐22 (2001). 
74.  van  Opijnen,  T.  &  Camilli,  A.  Transposon  insertion  sequencing:  a  new  tool  for  systems‐level 
analysis of microorganisms. Nat Rev Microbiol 11, 435‐42 (2013). 
75.  Priest,  N.K.  et  al.  From  genotype  to  phenotype:  can  systems  biology  be  used  to  predict 
Staphylococcus aureus virulence? Nat Rev Microbiol 10, 791‐7 (2012). 
76.  Koser,  C.U.  et  al.  Routine  use  of microbial whole  genome  sequencing  in  diagnostic  and  public 
health microbiology. PLoS Pathog 8, e1002824 (2012). 
77.  Harris,  S.R.  et  al. Whole‐genome  sequencing  for  analysis  of  an  outbreak  of meticillin‐resistant 
Staphylococcus aureus: a descriptive study. Lancet Infect Dis 13, 130‐6 (2013). 
78.  Hak, E. et al. Rationale and design of CAPITA: a RCT of 13‐valent conjugated pneumococcal vaccine 
efficacy among older adults. Neth J Med 66, 378‐83 (2008). 
79.  Clinicaltrials.gov. NCT00744263. (2014). 
80.  Pasinato, A. et al. Pneumococcal serotype distribution in 1315 nasopharyngeal swabs from a highly 
vaccinated cohort of Italian children as detected by RT‐PCR. Vaccine 32, 1375‐81 (2014). 
81.  Ansaldi, F. et al. Carriage of Streptoccoccus pneumoniae in healthy adults aged 60 years or over in 
a  population  with  very  high  and  long‐lasting  pneumococcal  conjugate  vaccine  coverage  in 
children: rationale and perspectives for PCV13  implementation. Hum Vaccin  Immunother 9, 614‐
20 (2013). 
82.  Netherlands  Reference  Laboratory  for  Bacterial Meningitis  (AMC/RIVM).  Bacterial meningitis  in 
the Netherlands; annual report 2013. Amsterdam: University of Amsterdam (2014). 
83.  Andrews, N.J. et al. Serotype‐specific effectiveness and correlates of protection for the 13‐valent 
pneumococcal conjugate vaccine: a postlicensure indirect cohort study. Lancet Infect Dis 14, 839‐
46 (2014). 
84.  Saeed, S. et al. Epigenetic programming of monocyte‐to‐macrophage differentiation and  trained 
innate immunity. Science 345, 1251086 (2014). 
85.  Adetifa,  I.M.  et  al.  Pre‐vaccination  nasopharyngeal  pneumococcal  carriage  in  a  Nigerian 
population: epidemiology and population biology. PLoS One 7, e30548 (2012). 
86.  Scott, J.R. et al. Impact of more than a decade of pneumococcal conjugate vaccine use on carriage 
and invasive potential in Native American communities. J Infect Dis 205, 280‐8 (2012). 
87.  Mackenzie,  G.A.,  Leach,  A.J.,  Carapetis,  J.R.,  Fisher,  J.  &  Morris,  P.S.  Epidemiology  of 
nasopharyngeal carriage of respiratory bacterial pathogens in children and adults: cross‐sectional 
surveys in a population with high rates of pneumococcal disease. BMC Infect Dis 10, 304 (2010). 
88.  Regev‐Yochay,  G.  et  al.  Nasopharyngeal  carriage  of  Streptococcus  pneumoniae  by  adults  and 
children in community and family settings. Clin Infect Dis 38, 632‐9 (2004). 
89.  Mueller,  J.E. et al. Pneumococci  in the African meningitis belt: meningitis  incidence and carriage 
prevalence in children and adults. PLoS One 7, e52464 (2012). 
CHAPTER 14 
208 
14	
90.  Abdullahi,  O.,  Nyiro,  J.,  Lewa,  P.,  Slack,  M.  &  Scott,  J.A.  The  descriptive  epidemiology  of 
Streptococcus pneumoniae and Haemophilus  influenzae nasopharyngeal carriage  in children and 
adults in Kilifi district, Kenya. Pediatr Infect Dis J 27, 59‐64 (2008). 
91.  Melegaro, A., Gay, N.J. & Medley, G.F. Estimating the transmission parameters of pneumococcal 
carriage in households. Epidemiol Infect 132, 433‐41 (2004). 
92.  Roca, A. et al. Effect of age and vaccination with a pneumococcal conjugate vaccine on the density 
of pneumococcal nasopharyngeal carriage. Clin Infect Dis 55, 816‐24 (2012). 
93.  Bogaert,  D.  et  al.  Variability  and  diversity  of  nasopharyngeal  microbiota  in  children:  a 
metagenomic analysis. PLoS One 6, e17035 (2011). 
94.  Schneider, D.S. & Ayres,  J.S.  Two ways  to  survive  infection: what  resistance  and  tolerance  can 
teach us about treating infectious diseases. Nat Rev Immunol 8, 889‐95 (2008). 
95.  Bogaert, D., Weinberger, D., Thompson, C., Lipsitch, M. & Malley, R. Impaired innate and adaptive 
immunity to Streptococcus pneumoniae and  its effect on colonization  in an  infant mouse model. 
Infect Immun 77, 1613‐22 (2009). 
96.  Weinberger,  D.M.  et  al.  Pneumococcal  disease  seasonality:  incidence,  severity  and  the  role  of 
influenza activity. Eur Respir J 43, 833‐41 (2014). 
97.  Adriani, K.S., Brouwer, M.C., van der Ende, A. & van de Beek, D. Bacterial meningitis in pregnancy: 
report of six cases and review of the literature. Clin Microbiol Infect 18, 345‐51 (2012). 
 
 
SUMMARIZING DISCUSSION 
209 
14	
 
 
 
Chapter 15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Appendices 
 
15.1 Nederlandse samenvatting voor leken 
15.2 Author affiliations 
15.3 Reflections from a collaborative research project 
15.4 Acknowledgements 
15.5 Curriculum vitae 
15.6 Other activities and awards 
CHAPTER 15 
212 
15	
15.1  Nederlandse samenvatting voor leken 
 
Streptococcus pneumoniae, deze bacterie wordt ook wel pneumokok genoemd, is al eeuwen 
één  van  de  belangrijkste  verwekkers  van  longontsteking,  hersenvliesontsteking  en 
bloedvergiftiging.  De  pneumokok  verblijft  doorgaans  in  onze  neusholte  als  onschuldige 
passagier, maar soms ontwikkelt dit zich tot ziekte, variërend van een milde luchtweginfectie 
tot  ernstige  ziekte  en  overlijden.  Pneumokokken  onderling  kunnen  sterk  van  elkaar 
verschillen  door  de  grote  variatie  in  hun  genetische  achtergrond;  het  DNA.  Hoewel  we 
pneumokokkeninfecties  al  deels  hebben  kunnen  inperken  door  gebruik  van  antibiotica  en 
vaccinatie  van  kinderen,  leiden  ze nog  altijd  tot  veel  ziekte‐ en  sterfgevallen,  voornamelijk 
onder  ouderen.  Het  is  de  vraag  of  we  volwassenen  beter  kunnen  beschermen  tegen 
pneumokokkeninfecties  en  wat  de  beste  strategie  zou  zijn.  Moeten  we  de  pneumokok 
volledig  uitroeien  of  juist  selectief  zijn,  moeten  we  ons  richten  op  de  bacteriën  in  de 
neusholte of puur op ziekte, en maakt  leeftijd nog uit voor de gekozen strategie? Er  is voor 
volwassenen weinig bekend over waarom pneumokokken wel of niet opgepikt worden in de 
neusholte, hoe de hoeveelheid pneumokokken in de neusholte varieert, en of de genetische 
eigenschappen  van  de  pneumokok  invloed  hebben  op  wie  ziek  wordt  en  hoe  ernstig. 
Daarnaast heeft intensief gebruik van antibiotica geleid tot een toename van pneumokokken 
die  door  toevallige  evolutie  ongevoelig  zijn  voor  antibiotica,  en  dus  floreren  in  ons 
antibioticabad. Sterker nog, patiënten die ziek zijn door antibiotica‐resistente pneumokokken 
kunnen we soms niet meer behandelen. We moeten dit  terugdraaien door onze antibiotica 
verstandiger  in  te  zetten. Hierbij  is het  snel  vaststellen  van de  ziekteverwekker  essentieel, 
zodat meer gericht behandeld kan worden. Nadelen van de huidige kweektechniek zijn dat 
deze vaak dagen duurt, en voorafgaand gebruik van antibiotica de  test onbruikbaar maakt. 
Het  identificeren van pneumokokken‐DNA  in het bloed van de patiënt,  zou  in de  toekomst 
soelaas kunnen bieden. Dit proefschrift verschaft nieuw  inzicht  in de relatie tussen genetica 
van de pneumokok en de aard van  infectie die optreedt, ook  in samenspel met vele andere 
bacteriën die  aanwezig  zijn  in de neusholte. Hiertoe  is  gebruik  gemaakt  van een menselijk 
experimenteel  model  waarbij  pneumokokken  in  de  neusholte  van  gezonde  vrijwilligers 
worden  gebracht.  Daarnaast  zijn  voorwaarts  en  terug  in  de  tijd  patiënten  met 
pneumokokkeninfecties opgespoord en gevolgd. 
 
Het oppikken en het verblijf van pneumokokken in de volwassen neusholte 
Voor  deze  studies  is  een  experimenteel  humaan  model  gebruikt,  waarbij  bij  gezonde 
volwassen vrijwilligers pneumokokken in de neusholte zijn gebracht. Voorafgaand en na deze 
inenting zijn neusspoelsels afgenomen om de samenstelling van alle aanwezige bacteriën (het 
microbioom)  te bestuderen. We hebben een methode  toegepast waarbij al het DNA uit de 
neusspoelsels  wordt  onttrokken,  waaruit  vervolgens  de  aanwezigheid  van  individuele 
bacteriën wordt afgeleid. We vonden dat het oppikken van pneumokokken  in de volwassen 
neusholte niet werd beïnvloed door specifieke bacteriën of een specifieke samenstelling van 
microbioom. Wel bleek een zeer divers microbioom meer ontvankelijk voor het oppikken van 
de pneumokok. De standaard methode om pneumokokken  in de neusholte aan  te  tonen  is 
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het  kweken  van  een  neussamples.  We  vonden  dat  het  aantonen  van  de  hoeveelheid 
pneumokokken‐ DNA sterk correleerde met kweek, hoewel de DNA‐methode gevoeliger was. 
Tevens is opgemerkt dat pneumokokken maandenlang in de neusholte kunnen verblijven, en 
dat hun hoeveelheid sterk kan fluctueren over de tijd. 
 
Gericht gebruik van antibiotica door snel aantonen van pneumokokken‐DNA 
In het  tweede deel van dit proefschrift  is bestudeerd of het aantonen van pneumokokken‐
DNA in patiëntenbloed nuttig en technisch haalbaar zou zijn. Uit een kleine hoeveelheid bloed 
van  patiënten  met  pneumokokkenziekte,  kon  inderdaad  pneumokken‐DNA  gevonden 
worden.  Dit  was  makkelijker  bij  patiënten  met  meer  invasieve  ziekte.  Ook  kon 
pneumokokken‐DNA nog gevonden worden na het gebruik van antibiotica door de patiënt, 
hoewel dit een groot probleem vormt bij de gouden  standaard; het kweken van bacteriën. 
Daarnaast hebben we een workflow ontwikkeld en gedemonstreerd  voor het ontwerp  van 
een pneumokokken‐DNA bloedtest die bij de patiënt aan bed gedaan kan worden en geschikt 
is voor medische doeleinden. Zodra de pneumokok als verwekker geïdentificeerd  is bij een 
patiënt, moeten meer gerichte antibiotica  ingezet worden. Toch wordt dit door artsen niet 
altijd  gedaan,  vanwege  angst  dat  de  patiënt  achteruit  zou  kunnen  gaan  met  deze  vaak 
smallere  gerichte  antibiotica. Onder  patiënten met  een  pneumokokkeninfectie  hebben we 
onderzocht of het al dan niet versmallen van antibiotica gerelateerd is aan sterfte. Het bleek 
dat versmallen van antibiotica in het algemeen geen invloed had op sterfte, en dat versmallen 
zelfs een gunstig effect zou kunnen hebben voor patiënten met een  longontsteking. Hieruit 
blijkt dat betere detectie van het type bacterie niet alleen van belang  is voor het verstandig 
inzetten  van  antibiotica  in  het  kader  van  antibioticaresistentie,  maar  ook  voor  optimale 
behandeling van de individuele patiënt. 
 
De rol van pneumokokken‐DNA in de aard van de ziekte 
Het  pneumokokkenvaccin wat  sinds  2006  in  het Nederlandse  Rijksvaccinatieprogramma  is 
opgenomen,  is  gericht  tegen  een  aantal  veel  voorkomende  pneumokokken met  specifieke 
kapsels. Hoewel  alleen  kinderen  zijn  gevaccineerd,  blijken  als  neven‐effect  de  vaccin‐types 
ook  bij  volwassenen  steeds  minder  ziekte  te  veroorzaken.  Helaas  zijn  tegelijkertijd  de 
pneumokokken die buiten het vaccin vallen in opkomst. Uit onze studies bleek dat met deze 
verandering  in  pneumokokkentypes,  ook  kleine  veranderingen  in  ziekte‐presentatie  zijn 
opgetreden bij volwassenen, mogelijk ten gevolge van andere genetische eigenschappen van 
de  niet‐vaccin‐types.  Om  deze  veranderingen  nog  beter  te  begrijpen,  zijn  gehele 
pneumokokkengenomen (hun complete DNA) bestudeerd voor en na vaccinatie. Hieruit bleek 
dat vlak na vaccinatie de variatie in pneumokokken‐DNA aanzienlijk afnam, welke zich daarna 
opnieuw uitbreidde, voornamelijk met genen die voor vaccinatie ook al circuleerden. Echter, 
bepaalde  genen  zijn  duidelijk  veranderd  in  frequentie, wat  gevolgen  kan  hebben  voor  het 
type pneumokokkenziekte wat we  in de  toekomst  kunnen  verwachten. Vervolgens hebben 
we bestudeerd of het specifieke pneumokokkengen ZmpC dat  in muizen geassocieerd werd 
met  meer  ernstige  ziekte,  ook  in  mensen  deze  rol  vervulde.  Het  bleek  dat  patiënten 
geïnfecteerd met  een  pneumokok  die  ZmpC  bij  zich  draagt,  inderdaad meer  ernstig  ziek 
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werden,  en  bovendien  meer  hoest  en  benauwdheid  vertoonden.  Vervolgens  hebben  we 
bekeken  of  niet  alleen  de  pneumokok  zelf,  maar  ook  dergelijke  pneumokokken‐
eigenschappen snel gevonden zouden kunnen worden in patiëntenmateriaal, zodat hier door 
artsen snel op  ingesprongen kan worden, zonder dagen van kweek af te wachten. Het bleek 
inderdaad mogelijk om het pneumokokken‐DNA  in bloed van patiënten te vermenigvuldigen 
en nauwkeurig uit te  lezen. Ten slotte hebben we  in het bloed van deze patiënten met een 
pneumokokkeninfectie  gekeken naar de  kwaliteit  van de  antistoffen  tegen de pneumokok. 
Tegen verwachting  in, zagen we dat de kwaliteit van antistoffen  in het bloed van patiënten 
toenam met de leeftijd en ook met de ernst van ziekte. 
 
De ouder wordende patiënt 
Nu er meer bekend is over de hoeveelheid pneumokokken in de neusholte van volwassenen, 
is het mogelijk om een vergelijking te maken met kinderen. In de eerste levensjaren hebben 
kinderen  een  grote hoeveelheid pneumokokken  in hun neusholtes, waar  ze blijkbaar  goed 
tegen  kunnen,  want  er  wordt  relatief  maar  zelden  een  kind  ernstig  ziek  door  een 
pneumokokkeninfectie.  Jong‐volwassenen  hebben  een  veel  lagere  hoeveelheid 
pneumokokken in de neusholte en worden het minst vaak ziek. Boven de leeftijd van 50 jaar 
stijgt de hoeveelheid pneumokokken  in de neusholte weer enigszins, maar de hoeveelheid 
ziektegevallen stijgt relatief veel sneller. Dit vertelt ons dat daar waar het  indammen van de 
hoeveelheid  pneumokokken  in  de  neus  van  kinderen  en  jong‐volwassenen  mogelijk  een 
goede  strategie  is  om  pneumokokkenziekte  te  voorkomen,  het  bij  ouderen  wellicht 
belangrijker is om natuurlijke barrières van de luchtwegen in stand te houden. 
 
Conclusies 
De  studies  in  dit  proefschrift  laten  zien  dat  het  bestuderen  van  pneumokokken‐DNA 
meerwaarde  heeft  in  zowel  diagnostiek  als  preventie  van  pneumokkeninfecties  bij 
volwassenen.  Ze  vergroten  ons  inzicht  in  genetische  aspecten  van  pneumokokken‐
dragerschap en –ziekte bij volwassenen, wat zal bijdragen aan toekomstige strategieën in het 
terugdringen van het aantal veroorzaakte ziekte‐ en sterfgevallen. 
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15.3  Reflections from a collaborative research project 
 
Nowadays,  there  is  a  clear  driver  towards  prevention  to  reduce  healthcare  costs  and  to 
increase  the  quality  of  life,  which  demands  technologies  with  functionalities  beyond 
traditional diagnostic methodologies, namely on‐the‐spot diagnostics  instead of analysis  in a 
centralized  lab. This  gap  can be bridged by novel  and  advanced  technologies,  in particular 
silicon technologies since they combine low cost, high volume and multiple functionalities. 
The  objective  of  the  CAJAL4EU  project  was  to  develop 
nanoelectronics‐based  biosensor  platforms  enabling  multi‐
parameter  in‐vitro  diagnostic  tests  in  a  robust,  user‐friendly  and 
cost‐effective way. Compared to other biosensor technologies, the 
nanoelectronics‐based  biosensors  have  as  key  differentiator  that 
they can be integrated with other low‐cost electronics. In addition, 
the  cost  of  a  nanoelectronics  biosensor  can  be  ultra‐low  at  high 
volumes. One of  the developed biosensor platforms was assigned 
to  the  infectious disease  case;  the detection of  clinically  relevant 
concentrations of DNA (of Streptococcus pneumoniae). 
Electronic  biosensors  consist  of  a  nanoelectronics‐based  transducer  with  an  interface 
chemistry which makes  the connection  to  the clinical sample  to be analyzed. Subsequently, 
capturing of bio‐targets can be detected by measuring changes  in the electrical signal. With 
on‐chip detection electronics,  small electrical  changes  can be detected within milliseconds, 
enabling massively parallel real‐time monitoring of bio‐molecule binding events. Besides the 
transducers,  interface  chemistry  and  spotting  technologies,  microfluidics,  software  and 
hardware developments  (and  their  integration) play a crucial  role  to  realize  fully  integrated 
biosensor systems and lab‐on‐chip devices. The latter asks for in‐depth knowledge in all these 
different disciplines. 
Therefore, the benefits of a collaborative partnership 
between  academic  and  industrial  partners  (such  as 
between  Radboudumc  and  NXP  Semiconductors) 
were  evident  from  the  start  of  the  project.  In  the 
CAJAL4EU  project  29  partners  from  8  different 
countries  were  working  closely  together  to  achieve 
the project objective. The complementary and added 
value of  such a partnership  is  indispensable  for both 
scientific and business success in any field. 
“Having Amelieke as  the scientific contributor  from Radboudumc on board of  the CAJAL4EU 
project was a pleasure and a  true experience. Amelieke provided  the  clinical perspective  to 
PoC  diagnostics  of  infectious  diseases.  I  miss  our  consortium  meetings  in  Leuven,  Dublin, 
Budapest, Madrid, amongst others. Wishing you all the best in your career.  See you soon.” 
Dr. Romano Hoofman  
project coordinator CAJAL4EU  
R&D Program Manager NXP Semiconductors 
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graduated  for  Medicine  at  the  Radboud  University  in 
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clinical  internship  in  León,  Nicaragua  at  the  health  care 
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Danilo  Rosales  Arguëllo"  via  the  Universidad  Nacional 
Autónoma  de  Nicaragua  in  León.  Furthermore,  she 
performed her scientific  internship at  the Laboratory of Pediatric  Infectious Diseases at  the 
Radboudumc,  and  she  performed  an  additional  internship  in  Infectious  Diseases  at  the 
Department of  Internal Medicine at the Radboudumc.  Just before her graduation, Amelieke 
started  her  PhD  trajectory  at  the  Laboratory  of  Pediatric  Infectious  Diseases  at  the 
Radboudumc, Nijmegen. The studies collected  in thesis were conducted between December 
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15.6  Other activities and awards 
Oral presentations 
IMEC Biomedical Event 2011, Leuven, Belgium 
NVMM Scientific Spring Meeting 2012 
CPC Retraite 2013 
Europneumo 2013, Madrid, Spain (2 persentations) 
CPC Retraite 2014 
ISPPD‐9 2014, Hyderabad, India (2 presentations) 
NVMM Scientific Fall Meeting 2014 
Cajal4EU European consortium meetings (6x) 
NVMM Scientific Spring Meeting 2015 
Poster presentations 
NVMM Scientific Spring Meeting 2013 
NVMM Scientific Spring Meeting 2014 
Main courses 
BROK Course on Regulations and Organization for Clinical Researchers 2011 
Summer Course Statistics NIHES 2011 
Management for promovendi Radboud University 2011 
The art of presenting science Radboud University 2013 
Teaching 
Supervision of scientific internships in medicine, biomedical sciences and HLO (5x) 
Dr. House Lab Tour for high school and university students 
Committees 
Member of the UMC Council Radboudumc 
Member of the board of the Radboud Medical Residents' Association 
Organization 
Seminar and Master Class Stephen Gordon Radboudumc 2012 
Cajal4EU European consortium meeting Scheveningen 2012 
Lab day out 2012 
Awards 
N4i Travel Grant, EuroPneumo 2013, Madrid, Spain 
ISPPD‐9 2014 Hyderabad Travel Grant 
ISPPD‐9 2014 Hyderabad Greatest Hits Session 
CWZ Science award 2014, jury and audience award 

